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Uroplakins (UPKs) are a group of integral membrane proteins that 
form the protein subunits of the specific plaques (urothelial plaques) that 
cover the apical surface of mammalian bladder epithelium (urothelium) 
contributing to its remarkable permeability barrier function and mechanical 
stability. Uroplakins can be divided into two types. The first type comprises 
UPK1a and UPK1b, which belong to the tetraspanin family of proteins that 
cross the cell membrane four times. The second type which is called 
tetraspanin associated uroplakins (UPK2/3), comprises UPK2, UPK3a and 
UPK3b, spans the membrane only once and is not known to be related to 
any other protein family. Uroplakin defects underlie urinary tract anomalies, 
and one of them UPK1a, can serve as the receptor for the uropathogenic E. 
coli that causes over 85% of urinary tract infections. 
Despite the fact that the urothelial plaques are unique to the urinary 
bladder of mammals, uroplakins also exist in lower vertebrates without a 
typical urothelium including amphibians where in Xenopus, UPK3a and 
UPK1b play a key role in sperm-egg fertilization, and in zebrafish where a 
UPK3-related gene product was recently found to play a role in epithelial 
polarization and morphogenesis of pronephric tubules. The evolutionary 
relationship among these fish, amphibian and mammalian uroplakins, that 
seem to be functionally divergent, remains unclear.  
Taking advantage of the recent availability of greatly expanded 
genomic databases of chordates (vertebrates, cephalochordates and 
urochordates) to better understand the evolution of uroplakins we gather 
uroplakin-related sequences in a wide range chordates using bioinformatic 
tools and protein profiling techniques.  
We have first pin-point the origin of uroplakins in the common 
ancestor of vertebrates since UPK-related sequences exists in lampreys 
(extant jawless basal vertebrate) but not in urochordates (Ciona) the closest 
animals to vertebrates, cephalochordates (Amphioxus), or in lower organisms. 
This observation places the origin of uroplakins over 500 million years ago 
when vertebrates radiated from cephalochordates and urochordates and most 
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likely underwent two rounds of whole genome duplication. Secondly, we have 
identified three novel UPK2/3 ortholog groups (UPK3c expressed in 
reptiles/birds and mammals; UPK2b in reptiles/birds and amphibians, and 
UPK3d in fish) that will possibly account with the four already known for all the 
existing UPK2/3s different groups in vertebrates. This data will help clarify the 
evolutionary relationships between fish, amphibian and mammalian uroplakins 
that may perform divergent functions specific to these different and 
physiologically distinct groups of vertebrates.  
While the origin of uroplakin tetraspanins (UPK1a and UPK1b) could 
be explained by gene duplication from an ancestor invertebrate tetraspanin 
gene, the origins of UPK2/3 uroplakins remains unknown. In the present 
study, we show that UPK2/3s are related to the more ancient family of 
subtype R3 tyrosine phosphatase receptors (R3 PTPRs). Although the overall 
similarity of these proteins in low members of both families share a novel 
membrane-proximal FN3-like or “urofibrin” protein domain characterized by 
several amino acid signatures and conserved pairs of cysteine residues. In 
addition, phylogenetic analyses and the conservation of the intron/exon gene 
structure in their overlapping sequence regions (urofibrin and transmembrane 
regions), which in UPK2/3·comprises the whole protein except for the 
cytoplasmatic tail, indicates that UPK2/3 proteins have probably originated 
from a R3 PTPR related gene (PTPRQ) by gene duplication and domain loss 
in the common ancestor of vertebrates. This finding broadens our view on the 
structure and function of these two groups of integral membrane proteins with 
important roles in human disease. R3 PTPRs belong to the large family of 
phosphotyrosine phosphatases which together with protein tyrosine kinases 
regulate the levels of phosphotyrosine modifications in cells and its 
deregulation leads to various health disorders including cancer 
Since UPK3c, in contrast to UPK2b and UPK3d, is expressed in 
mammals, including humans, we devoted our efforts to characterize this 
novel protein. First, by synteny analysis we have demonstrated that UPK3c 
originated by the duplication of the UPK3b gene in the common ancestor of 
reptiles/birds and mammals. Second, we have studied the expansion of the 
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UPK3c genetic loci that took place in gorillas, chimpanzees, and humans, 
which is linked to the duplications of a large segmental duplication 
originated after the split of the orangutan and human branches. We notice 
that an intrachromosomal transposition of one of these segmental 
duplications could have been produced by a circular intermediate 
mechanism, a phenomenon that to the best of our knowledge has only been 
reported once in mammals and never in primates. This suggestion is based 
on the presence of conserved sequence features compatible with a 
translocation through a circular intermediate: first in comparison with the 
putative ancestral sequence the inserted 80,6 Kb genomic block is precisely 
split in two fragments located in a head to tail orientation with the loss of 
only 4 bp of its sequence during process, second the existence of dsDNA 
breakage and repair fingerprints around the insertion point that could 
explain this sharp split of the translocated sequence, and third the signals 
left by an Alu Recombination Mediated Deletion (ARMD) event that may 
probably generated the circular intermediate. 
Next using molecular biology techniques we have studied UPK3c 
expression (in a panel of 22 human tissues, and in a small sample of 31 
human bladder tumors) and its localization in the mouse urothelium in 
transgenic models of superficial and invasive bladder tumors using confocal 
microscopy technique. We found that the expression of UPK3c was 
widespread in human tissues and it was particularly strong in corneal tissue. 
Additionally, UPK3c is N-glycosilated and contains up to 20 KDa of complex 
oligosaccharides in human normal corneal tissue, pterygium and bladder 
tumors.  
In contrast with the localization of the uroplakins that form the 
urothelial plaques (UPK1a, UPK1b, UPK2a, UPK3a, and UPK3b), UPK3c 
was not present in the apical surface of the umbrella cells, and localizes 
predominately to the basal and intermediate cell layers of the mouse 
urothelium, maintaining this differential expression in mouse transgenic 
induced tumors. Finally in human bladder cancer the number of superficial 
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low grade tumors expressing UPK3c assessed by immunoblot was higher 
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El uroepitelio o urotelio es el epitelio localizado en la pelvis renal, 
uréteres, vejiga, uretra superior y los conductos prostáticos de mamíferos. 
Está compuesto por tres capas celulares: basal, intermedia y apical. 
(Hatina and Schulz 2012) (Figura 1). 
La capa basal se encuentra localizada sobre una lámina basal bajo 
la cual, en la vejiga, se encuentran la lámina propia y el músculo detrusor. 
Está compuesta por una única capa de células mononucleadas, de tamaño 
entre 5 y 10 µm, baja granularidad y un ratio núcleo:citoplasma elevado 
(Hatina y Schulz 2012). Aproximadamente, un 10% de las células basales 
podrían ser células madre uroteliales, tal como ha podido ser demostrado a 
través del marcaje del urotelio con bromodeoxiuridina (Kurzrock et al. 
2008). 
La capa intermedia está localizada entre la capa basal y la capa 
apical y ocasionalmente algunas de sus células están en contacto directo 
con la lámina basal (Hatina y Schulz 2012). El número de capas celulares 
que componen la capa intermedia varía según la especie, por ejemplo 
roedores y humanos tienen 2 y 5 capas respectivamente. No obstante, su 
grosor varía acorde al estado de distensión de la vejiga. Las células que 
componen esta capa son células mononucleadas, piriformes y de tamaño 
entre 10 y 15 µm (Jost et al. 1989). El urotelio posee un intervalo de 
renovación lento de entre 6 y 12 meses (Khandelwal et al. 2009). Sin 
embargo, en caso de que células de la capa apical sean dañadas por 
senescencia, infección bacteriana o manipulación experimental (Kanai et al. 
2004, Lavelle et al. 2002; Mysorekar et al. 2002; Apodaca et al. 2003), las 
células de la capa intermedia en contacto directo con la capa apical están 
parcialmente diferenciadas y pueden rápidamente diferenciarse y ocupar su 
lugar.  
Por último, la capa apical es la más superficial y está en contacto 
directo con el lumen. Es la principal responsable de formar la barrera que 
controla el libre intercambio de sustancias entre orina y sangre, y está 
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compuesta de una sola capa de células altamente especializadas y 
totalmente diferenciadas llamadas células “umbrella” (Figura 1). 
De esta manera, las capas celulares del urotelio forman un 
gradiente de diferenciación. Las capas basales y apicales están 
compuestas de células no diferenciadas o totalmente diferenciadas 
respectivamente, mientras que la capa intermedia representa una capa de 














Las células “umbrella” tienen un tamaño entre 25 y 250 µm, son 
mono- o multinucleadas según la especie, apareciendo en humanos 
frecuentemente como células binucleadas. Además, tienen forma poliedral 
aunque tanto su tamaño como su morfología varían según el estado de 
distensión de la vejiga. En el caso de que la vejiga esté vacía y el urotelio 
relajado, las células “umbrella” tienen forma cuboidal. En cambio, cuando el 
urotelio está distendido debido a que la vejiga está llena de orina, tienen un 
aspecto escamoso (Hicks et al. 1975; Truschel et al. 2002). 
Figura 1: El urotelio está compuesto por tres capas celulares diferentes. 
Representación e imagen de un corte de urotelio de primate teñido con hematoxilina – 
eosina (Jones y Cheng 2005) donde se pueden apreciar las diferentes partes que 
constituyen el urotelio. Desde la parte más luminal el urotelio está constituido por el 
glicocálix de las células “umbrella” que forman la capa apical, inmediatamente por debajo 
se localizarían varias capas de células intermedias y finalmente una capa de células 
basales depositadas sobre una lámina basal. Las capas celulares del urotelio en la 
imagen están separadas por una capa azul discontinua.  
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Las células “umbrella” son células polarizadas que poseen 
membranas basolaterales y apicales totalmente diferenciadas y delimitadas 
por uniones estrechas (Acharya et al. 2004; Varley et al. 2006; Lewis et al. 
1976) (Figura 2a y 2b). Su membrana apical está tapizada por placas con 
regiones bisagra intermedias (Liang et al. 1999) (Figura 2a y 2b). Estas 
placas están formadas por unas estructuras cristalinas de 16 nm de 
diámetro compuestas de 6 subunidades formando un anillo interno y otro 
externo (Min et al. 2006; Walz et al. 1995) (Figura 2c y 2d). Los 
componentes de estas estructuras cristalinas de 16 nm son una familia de 
proteínas transmembrana llamadas uroplaquinas.  
Las estructuras cristalinas de 16 nm hacen que la parte más 
externa de la membrana de las placas sea el doble de gruesa formando así 
lo que se conoce como la unidad de membrana asimétrica (Hicks 1965; 
Porter et al. 1967; Walz et al. 1995) (Figura 3a).  
Las uroplaquinas no solo se encuentran en la unidad de membrana 
asimétrica ya que también se encuentran en vesículas discoidales o con 
forma fusiforme que en las células “umbrella” se acumulan debajo de la 
membrana y que se fusionan con la membrana apical cuando la vejiga se 
distiende (Hicks 1975, Truschel et al. 2002) (Figura 3b), aunque también se 
encuentran en las células de la capa intermedia que están parcialmente 
diferenciadas. Por lo tanto, las uroplaquinas son consideradas productos de 
diferenciación debido a que exclusivamente se localizan en las capas 
parcial o totalmente diferenciadas del urotelio (Wu et al. 1994).  
Dentro de las uroplaquinas, se pueden diferenciar dos grupos: el 
grupo de las uroplaquinas de la familia de las tetraspaninas: uroplaquina 1a 
(UPK1a) y uroplaquina 1b (UPK1b) y el grupo de las uroplaquinas 
denominadas asociadas a tetraspaninas o UPKs 2/3: uroplaquina 2 
(UPK2), uroplaquina 3a (UPK3a) y uroplaquina 3b (UPK3b) (Figura 4). 
Todas estas uroplaquinas son los componentes mayoritarios de las 
partículas cristalinas de 16nm de las placas excepto UPK3b, que es 
minoritaria (Wu et al. 1994; Deng et al. 2002).  
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Figura 2: Las uroplaquinas forman las partículas de 16 nm de las placas que tapizan la 
membrana apical de las células “umbrella”. (a.) Imagen por microscopía electrónica de 
barrido de la superficie apical de las células “umbrella” de urotelio de ratón mostrando las 
placas del urotelio (P) (Adaptación de Sun et al. 2006). (b.) Imagen por microscopía 
electrónica de barrido usando la técnica de “quick-freeze deep-etch” de la superficie apical de 
células “umbrella” del urotelio de ratón donde se pueden apreciar las partículas de 16 nm 
empaquetadas hexagonalmente formando las placas uroteliales (P) que están interconectadas 
por áreas bisagra con partículas de 16 nm deformadas (Línea blanca discontinua). La parte 
superior derecha corresponde a un área de la parte apical de la membrana rota (Adaptación 
de Sun et al. 2006). (c.) Superficie apical de células “umbrella” del urotelio de ratón a mayor 
aumento donde se aprecia la forma hexagonal de las partículas de 16 nm. (Apodaca et al. 
2004) (d.) Representación tridimensional de las partículas de 16 nm que están formadas por 
uroplaquinas (Sun et al. 2006). 
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Modelos de ratones “knock-out” para uroplaquinas y estudios de 
transfección e interacción química han demostrado que las uroplaquinas 
forman heterodímeros (UPK1a/UPK2 y UPK1b/UPK3a o UPK3b), lo que les 
permite llegar a la parte apical sin quedar atrapadas en el retículo 
endoplasmático (Hu et al. 2005; Hu et al. 2000; Kong et al. 2004; Wu et al. 
1995; Tu et al. 2002; Deng et al. 2002). No obstante, UPK1b es capaz de 
alcanzar la superficie apical de la célula por si sola sin necesidad de formar 
heterodímeros con UPK3a o UPK3b (Tu et al. 2002). Atendiendo a esto, se 
ha postulado un modelo de ensamblaje de uroplaquinas que les permitiría 
llegar a la parte apical de las células “umbrella” (Wu et al. 2009). En 
principio la formación de los heterodímeros ocurriría en el retículo 
endoplasmático permitiéndoles así pasar al aparato de Golgi donde serían 
modificadas post-transduccionalmente. Esto permitiría la formación de las 
partículas de 16 nm mediante la unión de distintos heterodímeros. Desde el 
aparato de Golgi, las uroplaquinas oligomerizadas en partículas de 16nm 
(Hu et al. 2005) serían empaquetadas en las vesículas discoidales y 
fusiformes y liberadas en la membrana apical de las células “umbrella” 
(Alroy et al. 1982; Hicks 1966; Hudoklin et al. 2009). 
Figura 3: Unidad de membrana 
asimétrica  y vesículas discoidales 
o fusiformes en la parte apical de 
una célula “umbrella”. (a.) Imagen 
por microscopía electrónica de barrido 
mostrando la unidad de membrana 
asimétrica de la membrana apical de 
una célula “umbrella” de rata. (b.) 
Imagen por microscopía electrónica de 
barrido de la parte más apical de una 
célula “umbrella” de rata. Las flechas 
marcan las regiones de bisagra entre 
las placas. Justo debajo de la 
membrana se pueden observar 
vesículas discoidales (*) o fusiformes 
(DFV) y cuerpos multivesiculares 
(MVB) más abajo en el citoplasma. 
(Khandelwal et al. 2009).  
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Las uroplaquinas tetraspaninas pertenecen a la familia de las 
tetraspaninas y como tal poseen 4 hélices transmembrana (DTM) con dos 
asas extracelulares, mientras que las UPK2/3s son proteínas 
transmembrana tipo I con un solo DTM (Deng et al. 2002, Wu et al. 1994) 
(Figura 4). Las uroplaquinas en su estado maduro están glicosiladas 
mediante enlaces N-glicosídicos formando así parte de la capa de glicanos 
que se puede encontrar en la parte apical del urotelio (Parsons et al. 1990; 
Hurst et al. 1987; Parsons et al. 1977). La única uroplaquina en estado 
maduro que no está glicosilada es la UPK2 (Lin et al. 2004). Esto es debido 
a que es sintetizada como una pro-secuencia que es N-glicosilada pero que 
en el proceso de maduración para formar el heterodímero con UPK1a es 
cortada en una señal de corte para una endoproteasa furina que da lugar a 










Figura 4: UPK1a/1b y UPKs 2/3 poseen características propias y forman heterodímeros 
específicos entre ellas. Representación de las UPKs tetraspaninas (UPK1a y UPK1b) y de 
las UPKs 2/3 (UPK2, UPK3a y UPK3b) donde se pueden apreciar las hélices transmembrana 
(DTM) (barras de color azul), los sitios potenciales de glicosilación (círculos negros), las 
regiones citoplasmáticas de las UPK3s y el fragmento de 19 aminoácidos (aa) yuxtapuesto a 
la DTM que está muy conservado en las UPK3s (barra color naranja). Los heterodímeros 
específicos que forman han sido reflejados mediante corchetes. L y C representan lumen y 
citoplasma respectivamente (Adaptación de Deng et al. 2002). 
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UPK3a y UPK3b tienen un fragmento de secuencia yuxtapuesto a 
su DTM altamente conservado, el cual ha sido sugerido como posible 
responsable de la formación de los heterodímeros UPK1b/UPK3a y 
UPK1b/UPK3b. Sin embargo, resultados previos no han demostrado esto 
aunque tampoco han descartado que esté implicado en el posterior 
ensamblaje de las partículas cristalinas de 16 nm (Deng et al. 2002).  
El urotelio de mamíferos es el único que contiene placas tapizando 
su parte apical (Staehelin et al. 1972; Hicks et al. 1975; Min et al. 2003). 
Por esta razón, las uroplaquinas, tras su descubrimiento como 
componentes mayoritarios de las placas, fueron consideradas mamífero y 
urotelio específicas (Wu et al. 1994). Posteriormente, se ha visto que no 
son mamífero específicas (Mitra et al. 2011, Sakakibara et al. 2005; García-
España et al. 2006) ni urotelio específicas (Olsburgh et al. 2003, Adachi et 
al. 2001). Además, se ha podido establecer que el origen de las 
uroplaquinas tuvo que ocurrir al principio de la evolución de los 
vertebrados, dado que las secuencias más antiguas relacionadas con 
uroplaquinas se encontraron en peces cartilaginosos (García-España et al. 
2006).  
Modelos de ratón “knock-out” para UPK2 y UPK3a han demostrado 
que su ausencia produce alteraciones en la formación de las placas, dando 
lugar al aumento de la permeabilidad a través de la capa de células 
“umbrella”, dejando claro su importancia en mantener la integridad de la 
membrana apical que actúa como barrera (Kong et al. 2004; Hu et al. 
2000). Además, estos ratones “knock-out” presentan reflujo vesicoureteral 
que consiste en el paso de orina desde la vejiga a los riñones. Esto es una 
enfermedad hereditaria en humanos (Dillon et al. 1998), pero sin embargo, 
no se ha demostrado ninguna relación con mutaciones en UPK2 o UPK3a 
humanas (Kelly et al. 2005; Giltay et al. 2004). No obstante, mutaciones en 
UPK3a podrían causar hipodisplasia renal, caracterizada por riñones de 
menor tamaño y menor número de nefronas (Schönfelder et al. 2006; 
Jenkins et al. 2005). 
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Estudios de apoptosis celular inducida por la bacteria E. coli 
uropatogénica han mostrado señalización dependiente de UPK3a en las 
células uroepiteliales de mamíferos y que UPK3a tiene un papel importante 
en la respuesta del huésped frente a las infecciones del tracto urinario 
(Thumbikat et al. 2009) aunque se haya visto in vitro que el receptor para la 
unión del Fim H de E. coli sean los residuos de manosa de una arginina de 
UPK1a (Zhou et al. 2001). 
El cáncer de vejiga fue el noveno cáncer con más incidencia a nivel 
mundial en el año 2012 (Lindsey et al. 2015). Dentro de los distintos tipos 
de cáncer de vejiga, el carcinoma urotelial (CU) es el más común de todos. 
El 70-80% de los casos son CUs que no invaden la capa muscular 
(NMICUs) y que están localizados en la mucosa (estadio Ta el 70% de los 
casos y carcinoma in situ (CIS) el 10%) o en la submucosa (estadio T1 el 
20% de los casos). Estos NMICUs van desde tumores benignos de bajo 
grado y riesgo de progresion hasta tumores de elevado grado y riesgo de 
progresión, como los CIS que progresan en un 60% de los casos, y que 
casi con toda seguridad recidivan. El 20-30% restante representan la otra 
variante y son CUs que han invadido la capa muscular en el momento del 
diagnostico, los cuales tienen una elevada capacidad de extenderse 
localmente y de progresar a metástasis (Falke and Witjes 2011). 
Se han postulado dos rutas principales de carcinogénesis en los 
CUs con características moleculares exclusivas de cada una. Las dos rutas 
pierden heterocigosidad (LOH) en el cromosoma 9 y simplificándolas, por 
un lado los CUs de bajo grado presentarían un aumento de la activación de 
rutas de señalización de factores de crecimiento a través de mutaciones en 
el receptor del factor de crecimiento de fibroblasto subtipo 3 (FGFR3) (van 
Rhijn et al. 2002, Hernández et al. 2006; Kimura et al. 2001) o en el 
oncogén HRas (Bos 1989). Por otro lado, los tumores de alto grado se 
podrían caracterizar como una alteración de la regulación del ciclo celular 
con mutaciones que hacen perder la función de los genes supresores de 
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tumores TP53 y pRB1 como ejemplo de los cambios más característicos 



















Figura 5: El carcinoma urotelial se desarrolla a través de dos rutas. La ruta de bajo grado 
(azul), se inicia por la LOH del cromosoma 9, dando lugar a una hiperplasia y a un tumor 
papilar de bajo grado. Esta ruta está asociada con mutaciones en FGFR3 y HRAS. Estos 
tumores tienen un elevado riesgo de recurrencia pero bajo riesgo de progresión. La ruta de 
alto grado (rojo) frecuentemente se inicia también por la LOH del cromosoma 9, dando lugar a 
displasia. Mutaciones en TP53 podrían dar lugar a CIS o a tumores papilares de alto grado. 
Mutaciones en TP53 están asociadas también con un potencial invasivo y de metástasis 
(Adaptación de Falke et al. 2011). 
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Estas dos rutas de carcinogénesis han podido ser recreadas en 
dos modelos de ratones transgénicos utilizando el promotor de UPK2 y a 
través de la activación constitutiva de HRAS en la variante papilar no 
invasiva (Zangh et al. 1999) y la inactivación de TP53 y pRB1 en la variante 
invasiva (Zangh et al. 2001) (Figura 5). 
Las uroplaquinas son sintetizadas de manera dependiente a la 
diferenciación como se ha podido comprobar en su expresión diferencial en 
las distintas capas del urotelio (Moll et al. 1995; Olsburgh et al. 2003). Por 
tanto, cabría esperar que su expresión disminuyese durante la progresión y 
la tumorogénesis. Sin embargo, en CUs humanos no se ha podido 
demostrar una estricta relación entre la disminución de la expresión de las 
uroplaquinas y la progresión y tumorogénesis del urotelio (Huang et al. 
2007; Olsburgh et al. 2003; Yuasa et al. 2003; Moll et al. 1995).  
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El trabajo realizado en esta tesis doctoral se ha centrado en una de 
las líneas de investigación del grupo de Biología Molecular del Urotelio 
Sano y Patológico perteneciente al Institut d’Investigació Sanitària Pere i 
Virgili. Desde hace más de 15 años el Dr. Antonio García-España 
Monsonís, responsable de este grupo, trabaja conjuntamente con el Dr. 
Tung-Tien Sun descubridor de las uroplaquinas. El descubrimiento por 
parte del Dr. Antonio García-España Monsonís de una nueva uroplaquina, 
UPK3c, motivó el planteamiento de unos objetivos preliminares que han 
dado lugar al trabajo presentado en esta tesis doctoral. 
Aunque el Dr. Antonio García-España y colaboradores ya habían 
establecido una aproximación al origen de la familia de las uroplaquinas, el 
descubrimiento de UPK3c y la disponibilidad de un mayor número de 
genomas secuenciados de cordados marcó como objetivo estudiar de una 
manera más precisa la historia evolutiva de esta familia de proteínas al 
igual que comprobar si existían nuevas uroplaquinas además de la UPK3c.  
Una vez establecida la historia evolutiva de la familia de las 
uroplaquinas, se marcó como un segundo objetivo poder establecer el 
origen de las UPK2/3 dado que, al contrario que UPK1a/UPK1b, que están 
relacionadas con la familia de las tetraspaninas, no se conocía que 
existiese relación con familias de proteínas más antiguas. 
El gen de UPK3c ha sufrido cambios en su localización 
cromosómica y un aumento en el número de copias durante la especiación 
de los grandes primates africanos (gorila, chimpance y humanos) pasando 
de 1 copia en orangután a 3 copias en humanos Como objetivo se intentó 
establecer las causas de este aumento en el número de copias y el de los 
cambios en la localización cromosómica. 
Al no tener ninguna información previa sobre UPK3c, se marcó 
como objetivo su caracterización molecular y debido a que la familia de las 
uroplaquinas está vinculada al urotelio, se propuso estudiar su expresión 
en tumores de vejiga  
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1.Análisis in silico 
 
a.Obtención de secuencias 
Todas las secuencias que en el momento del estudio no se 
encontraban anotadas en ninguno de los proyectos de secuenciación del 
genoma NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y Ensembl (www.ensembl.org) o en 
artículos científicos (DeSalle et al. 2014; van Eekelen et al. 2010; García-
España et al. 2006; Byrum et al. 2006; Ono-Koyanagi et al. 2000; Ono et al. 
1999) se anotaron manualmente. Para anotar las secuencias manualmente 
se realizaron búsquedas Blast con el programa BLASTN en los genomas 
correspondientes utilizando las secuencias ortólogas de proteínas más 
cercanas evolutivamente al genoma en el que se realizaba la búsqueda. La 
delimitación de los extremos intrón-exón se realizaron con la función “Align 
two sequences” del NCBI Blast y las señales de splice de los intrones se 
anotaron manualmente. La traducción de la secuencia de DNA a proteína 
se realizó con el programa DNA club. 
Para la obtención de secuencias de primates y el estudio de sus 
genomas se utilizó el servidor UCSC (www.genome.ucsc.edu). Se utilizaron 
los ensamblajes GRCH 37/hg19 para humano, CSAC 2.1.4/panTro4 para 





En el análisis realizado se incluyeron todas las secuencias de 
proteínas transmembrana y dominios urofibrina de un grupo representativo 
de vertebrados, dos invertebrados deuterostomas (Strongylocentrotus y 
Ciona), tres protostomas (Capitella, Drosophila y Caenorhabditis) y un 
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porífero (Amphimedon queenslandica). Como secuencias no relacionadas 
se utilizaron las correspondientes regiones del representativo subtipo R2A 
de fosfatasas PTPRF y PTPRF de monosiga (Monosiga brevicollis). Los 
alineamientos se generaron con el servidor TranslatorX (Abascal et al. 
2010). Para producir las matrices de secuencias de DNA y de proteína se 
llevaron a cabo alineamientos múltiples de secuencias de nucleótidos 
guiados por la traducción a aminoácidos (aa). 
Al examinar las matrices de las secuencias de DNA se observó una 
saturación extrema de los datos. De esta manera, solamente se utilizaron 
las secuencias de aa para llevar a cabo la relación de los árboles 
filogenéticos de los miembros de la familia de genes. A los motivos 
moleculares y las fases intrónicas de estos genes se les otorgó un código 
de tal manera que se originaron seis caracteres binarios: presencia (G) y 
ausencia (T); cisteína 1-2 (C1-C2) y cisteína 3-4 (C3-C4); intrón 1, intrón 2, 
intrón 3 e intrón 4. Los caracteres de presencia/ausencia se codificaron 
como G y T respectivamente para permitir los análisis de secuencia de aa 
combinados y datos de motivos moleculares en el análisis de máxima 
parsimonia e inferencia Bayesiana. Los árboles Bayesianos se generaron 
utilizando MrBayes (Ronquist et al. 2012) y los de parsimonia utilizando 
PAUP para las secuencias de aa solas, los datos de motivos moleculares 
solo y para las dos particiones combinadas. Para los análisis de inferencia 
Bayesiana el modelo mezclado de “prset aamodelpr=mixed” comando con 
500.000 generaciones (hasta el punto de que dos análisis de MrBayes 
convergiesen, desviación estándar = 0.0105) se utilizó. Los modelos de 
parsimonia fueron conducidos utilizando 1000 réplicas, TBR branch 
swapping. El árbol que se ha presentado es de un análisis de inferencia 
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c.Análisis de las secuencias y alineamientos 
El servidor SMART (Letunic et al. 2014) y la base de datos CDD del 
NCBI se utilizaron para determinar la composición de los dominios de las 
secuencias de las proteínas analizadas. 
El gráfico hidropático se realizó con el servidor Kyte Doolitlle Plot 
(http://gcat.davidson.edu/DGPB/kd/kyte-doolittle.html), la determinación del 
péptido señal con el servidor SignalP v4.1 (Petersen et al. 2011), la de los 
dominios transmembrana con el servidor TMHMM v2.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM), los potenciales sitios de N-
glicosilación con el servidor NetNGlyc v1.0 (Gupta et al. 2002), los posibles 
sitios de fosforilación con el servidor NetPhos v2.0 (Blom y Gammeltoft 
1999) y los sitios de corte de la furina con el servidor ProP v1.0 (Duckert y 
Brunak 2004). Las posibles secuencias repetitivas en el genoma se 
delimitaron con el servidor Repeat Masker (A.F.A. Smit, R. Hubley & P. 
Green RepeatMasker at http://repeatmasker.org). 
Los alineamientos se realizaron con el servidor MAFTT (Katoh y 
Standley 2013) o el ClustalW (Thompson y Higgins 1994) y el Multialin 
(Corpet 1988) del servidor NPS@. La identidad y la similitud entre 
secuencias de proteínas se calcularon con el servidor DiAling2 




Los mRNA de vejiga fetal (540153), hígado (540017), páncreas 
(540023), tráquea (540145), pulmón (540019), estómago (540037), colon 
(54009), riñón (540013), útero (540043), testículo (540049), ovario 
(540071), corazón (540011), músculo esquelético (540029), bazo (540035), 
nódulo linfático (540021), placenta (540025), cerebro (540005), laringe 
(540047) y piel (540031) se obtuvieron de Stratagene – Agilent 
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Technologies (Estados Unidos), el de vejiga adulta (1100564F) se adquirió 
de Asterand Bioscience (Estados Unidos), los de próstata (636550) y retina 
(636579) de Nucliber (España) y el de cornea de ABS (Estados Unidos). 
Las muestras humanas de cornea y de pterigion fueron cedidas por 
el Dr. Tung-Tien Sun del departamento de Biología Celular de la escuela de 
medicina en la Universidad de Nueva York (NYU Langome Medical Center, 
Nueva York, Estados Unidos). Las muestras de tumores de vejiga humanos 
se obtuvieron de pacientes intervenidos de CUs en el servicio de urología 
del Hospital Universitari Joan XXIII (Tarragona, España). El estudio fue 
aprobado por el comité ético del hospital y a todos los pacientes se les 
solicitó el consentimiento informado. 
 
 
3.Síntesis de cDNA 
Todas las reacciones de síntesis de cDNA se realizaron a partir de 
200 ng totales de mRNA utilizando el kit Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Roche, Alemania). Primeramente tanto el mRNA (20 ng/µl) 
junto con Random Hexamer Primer (60 pmol/µl) se desnaturalizaron 
durante 10’ a 65ºC. Posteriormente, se le añadió solución tampón (50 mM 
Tris/HCl, 30 mM KCl, 8 mM MgCl2), junto con 20U de Inhibidores de 
protectores de RNase, dinucleotidos (dNTPS) (1mM) y 10U de la enzima 
Transcriptasa Reversa. La concentración final de mRNA fue de 10 ng/µl y 
los parámetros de incubación de 10’ a 25ºC, 30’ a 55ºC y 5’ a 85ºC. Todas 
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Para el cDNA de los tejidos y las muestras de tumores de vejiga, 
de cornea y pterigion se realizó la amplificación del transcrito de UPK3c 
utilizando dos primers que abarcan todo el CDS de las tres posibles copias 
de UPK3c en humanos (F: 5’-GACGGACGGACAGACAGATGGACA-3’ y R: 
5’-GCCCCTCTGGAACCCCTCAG-3’). Una concentración final de 0.4 ng/µl 
de cDNA, junto solución tampón (16 mM (NH4)SO4 y 67 mM Tris/HCl) con 
dNTPs (Roche, Alemania) a 80 µM, MgCl2 a 1.5 mM, 0.3 µM de cada 
primer y 2.5 U de BIOTAQ™ DNA polimerasa (Bioline, Reino Unido) 
primeramente se incubaron durante 5’ a 95ºC para luego realizar 35 ciclos 
de 30’’ a 95ºC, 30‘’ a 59ºC y finalmente 60’’ a 72ºC. Finalmente las 
reacciones fueron incubadas otros 20´ a 72ºC. 
 
 
5.Análisis de las copias de UPK3c 
Para llevar a cabo el estudio de las copias de UPK3c se realizó una 
re-amplificación del producto de PCR (dilución 1:50) obtenido tras la 
amplificación de todo el CDS de las tres posibles copias para UPK3c en 
humanos. Para ello se diseñaron dos primers (F: 5’-
TTCAGCAGCCACAACATCTC-3’ y R: 5’-CGAGGTGCGTGGTGTATCTT-
3’) dentro de la secuencia del producto de PCR obtenido y común para las 
tres copias. Las condiciones para estos nuevos primers fueron las mismas 
que para la RT-PCR explicada anteriormente pero con una temperatura de 
alineamiento de 54ºC. Dado que las muestras posteriormente se 
secuenciaron, previamente se realizó una purificación del producto de PCR 
con el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, 
Reino Unido) basado en un sistema de purificación a través de la adsorción 
y desorción del producto de PCR en columnas de sílice. Un total de dos 
reacciones de RT-PCR por muestra con un volumen final de 50 µl cada una 
se purificó de manera conjunta y se eluyó en un volumen de 30 µl de dH2O. 
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Posteriormente, 10 µl de muestra a 50 ng/µl junto con 10 µl de 10 pmol/µl 
del primer interno diseñado dentro del producto de la reamplificación (5’-
CTTCTCCCAGAGGGGCTACT-3’) se secuenciaron por la empresa 
Macrogen (Corea). Varias de las muestras se secuenciaron por duplicado.  
Con los resultados de los cromatogramas obtenidos se calculó el 
porcentaje relativo de cada copia de UPK3c. Para ello, se midió la altura de 
los picos para cada base nucleotídica en el lugar donde toca la sustitución 
UPK3c 531 C/A como ha sido realizado anteriormente (Kwok et al. 1994) y 




6.Análisis relativo de la expresión transcripcional de uroplaquinas 
La expresión relativa de las diferentes uroplaquinas y de 
POLR2J2/J3 se realizó con sondas TaqMan en un 7900HT Fast Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems, Estados Unidos). Las sondas TaqMan 
para UPK1a (Hs01086736_m1), UPK1b (Hs00199583_m1), UPK2 
(Hs00171854_m1), UPK3a (Hs00199590_m1) y UPk3b (Hs02385861_g1) 
fueron sondas ya diseñadas mientras que para POLR2J2/J3 y UPK3c se 
encargaron diseñar unas sondas específicas con un reporter en el extremo 
5’ FAM (6-carboxifluoresceina) y un quencher en el extremo 3’ TAMRA (6-
carboxitetrametilrodamina). En el caso de POLR2J2/J3 la sonda estuvo 
dirigida exclusivamente a su último exón dado que es la única parte de la 
secuencia que es capaz de diferenciarlas de POLR2J y de UPK3c a la vez. 
Mientras tanto, en el caso de UPK3c, la sonda estuvo dirigida solamente al 
primer exón de UPK3c porque así se podría llegar a diferenciar de 
POLR2J2/J3. Como genes normalizadores se utilizaron sondas TaqMan 
contra PPIa (Hs99999904_m1), RPLP0 (Hs99999902_m1) y GAPDH 
(Hs99999905_m1). Aproximadamente 0.5 µM de cada primer, 0.2 µM de la 
sonda y 25 ng de cDNA se mezclaron con TaqMan Universal PCR Master 
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Mix. Las condiciones de la PCR fueron 50ºC durante 2’, 95ºC durante 10’ y 
40 ciclos de 95ºC durante 15’’ y 60ºC durante 20’’. Todas las muestras se 
corrieron por duplicado. Para calcular la expresión relativa se utilizó el 
método de 2-∆∆Ct basado en el número del ciclo en el cual la amplificación 
del producto de PCR supera un valor umbral. La expresión se relativizó a 
los valores obtenidos en una mezcla de los mRNA de todos los tejidos. 
 
 
7.Transformación y clonación de UPK3c 
El producto de PCR obtenido con los primers que abarcan todo el 
CDS en vejiga normal fue clonado utilizando el kit TOPO TA Cloning® Kit 
Dual Promoter (Invitrogen, Estados Unidos). 4 µl de producto de PCR de 
vejiga normal se incubaron con 1 µl del pCR® II-TOPO® y con1 µl solución 
salina (200 mM NaCl, 10 mM MgCl2), para aumentar la eficiencia, durante 
5’ a temperatura ambiente y posteriormente se conservaron en hielo. 
Después, 2 µl de la reacción de ligación TOPO® Cloning con el producto 
de PCR de vejiga se incubó en hielo durante 30’ junto con un vial de 50 µl 
de células One Shot® Chemically Competent E. coli. Cada 10’ la reacción 
se mezcló suavemente. Tras la incubación en hielo, las células se 
sumergieron durante 30’’ en un baño de agua a 42ºC para permitir la 
internalización del DNA y posteriormente se conservaron en hielo. A estas 
células en hielo se le añadieron 250 µl de medio S.O.C. (2% Triptona, 0.5% 
Extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2.5 mM de KCl, 10 mM MgCl2, 10 
mM MgSO4, 20 mM Glucosa) y se incubaron en agitación horizontal a 200 
rpm durante 60’ a 37ºC. Finalmente, 3 volúmenes (25, 75 y 150 µl) de 
medio S.O.C con células competentes transformadas con UPK3c se 
sembraron en placas de LB (1% Triptona, 0.5% Extracto de Levadura, 1% 
NaCl, 1.5% de Agar Bacteriano). Las placas contuvieron además 100 µg/ml 
ampicilina y se le añadió horas previas a la siembra 100 µg/ml de X-gal. 
Las placas se incubaron en oscuridad a 37 ºC durante toda la noche y a la 
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mañana siguiente se seleccionaron distintos clones transformados (color 
blanco) frente a los que no habían sido transformados (color azul). 
Cada colonia transformada se incubó en medio LB líquido (1% 
Triptona, 0.5% Extracto de Levadura, 1% NaCl) con 50 µg/ml de ampicilina 
a 200 rpm en horizontal durante toda la noche en un volumen de 5 mL en 
tubos de un tamaño al menos 3 veces superior a ese volumen. Al día 
siguiente con 1 ml de células crecidas en LB líquido se prepararon stocks 
de glicerol (LB líquido 40% glicerol esteril) y almacenados a -80ºC mientras 
que con los 4 ml restantes se extrajo el plásmido con el kit QIA filter™ 
Plasmid Mini Kit (Qiagen, Países Bajos) el cual tras una lisis celular el 
plásmido se purificó por un proceso de adsorción y desorción en columnas 
de sílice y eluido en un volumen final de 50 µl de dH2O.  
La presencia del transcrito de UPK3c en el plásmido pCR® II-
TOPO® se realizó a través de la digestión de 100ng de plásmido con 10 U 
de la enzima de restricción EcoRI (New England Biolabs, Estados Unidos) 
a 37ºC durante 60’ y visualizado en un gel de agarosa al 2%. Los 
plásmidos purificados que contuvieron inserto se secuenciaron con los 
primers de la RT-PCR  (5´- GACGGACGGACAGACAGATGGACA-3’ y 5’-
GCCCCTCTGGAACCCCTCAG-3’), otros dos primers internos (5’-
GAGATGTTGTGGCTGCTGAA-3’ y 5’-GTTGGCCCTCAGTGTGAGAT-3’) y 
un primer fuera de la secuencia (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’).  
 
 
8.Extracción y cuantificación de proteína  
En el caso de la extracción de proteínas de la línea celular de CU 
T24, en el momento de recoger las células, el medio se desechó y las 
células se lavaron dos veces con PBS (0.01 M buffer fosfato, 0.137 M NaCl 
y 0.0027 M KCl). Posteriormente, las células se rasparon de la superficie 
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de cultivo, se recogieron y se centrifugaron a 200g durante 5’. El 
sobrenadante se desechó. 
Tanto las células de la línea celular de CU T24 como las muestras 
de tumores de vejiga humanos, cornea y pterigion se sumergieron en una 
solución de lisis (25 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA y 2% SDS). Posteriormente, 
las muestras se sonicaron a amplitud ultrasónica del 50% y de un ciclo de 1 
durante 10 segundos 3 veces. Las muestras entonces se sometieron a 3 
ciclos de congelación y descongelación para repetir finalmente de nuevo 
las 3 repeticiones de sonicación. El sobrenadante de las muestras se 
recogió tras haber sido centrifugadas a 28000 rpm durante 10’. 
La cuantificación de proteína se realizó con el kit BCA Protein 
Assay Reagent Kit (ThermoFisher Scientific, Estados Unidos) basado en la 
detección colorimétrica de la reducción de Cu+2 a Cu+1 por parte de las 
proteínas en medios alcalinos. Ratio 50:1 de Reactivo A:Reactivo B se 
mezcló en ratio 1:20 muestra:reactivo AB estando la muestra diluida 1:10 
con 0.1% SDS. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 2h y 
la cuantificación se determinó leyendo la absorbancia a 560 nm en relación 
a los resultados obtenidos para una curva patrón realizada con BSA. La 
concentración de las muestras se ajustó con solución de lisis y con una 
solución de carga (Tris-HCl 225 mM pH: 7, 50% glicerol, 5% SDS, 0.05% 
de azul de bromofenol y 250 mM de DTT), se hirvieron durante 5’ y se 




Todas las muestras analizadas por WB se corrieron en Mini-
PROTEAN® Precast Gels del 10% (Bio-Rad, Estados Unidos). En el caso 
de las transfecciones, se cargaron 5 o 15 µg de muestra mientras que en el 
caso de las muestras de tumores de vejiga, cornea y pterigion humanos se 
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cargaron 30 µg. La transferencia se realizó sobre Trans-blot® Turbo™ Mini 
Nitrocellulose Transfer Packs 0.2 µm (Bio-Rad, Estados Unidos) en un 
Trans-blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Estados Unidos) a 1.3 A y 25 
V. Como control de carga para alguno de los WB y como control de 
transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tiñó con Ponceau S solution 
(Sigma, Estados Unidos) durante 10’ y posteriormente desteñida con PBS-
Tween 0.1%. El bloqueo de las membranas se realizó con una solución de 
PBS-Tween 0.1% y 3% de leche descremada. Tanto los anticuerpos 
primarios como los anticuerpos secundarios se prepararon en PBS 1% de 
leche descremada. Los anticuerpos primarios (Tabla 1) siempre se 
incubaron a 4ºC durante la noche y los anticuerpos secundarios ECL Anti- 
ratón o conejo IgG unidos a HRP (Amershan Biosciences, Estados Unidos) 
siempre se incubaron durante 60’ a temperatura ambiente y en agitación a 
una dilución 1:2000. La detección se realizó con SuperSignal™ West 
Femto Maximum Sensibility Substrate (ThermoFisher Scientific, Estados 
Unidos) que es un sustrato ECL para HRP. 
 
PROTEÍNA NOMBRE ANTICUERPO ESPECIE DILUCIÓN PROVEEDOR
UPK3a AU1 Ratón 1:100 Cedido por Dr. Sun (Liang et al. 2001)
UPK3b UPK3B Conejo 1:500 Atlas Antibodies (Suecia)
UPK3c P3R2 Conejo 1:1000 Encargado diseñar a Biomedal (Sevilla)
UPK3c UPK3BL Conejo 1:1000 Origene (Estados Unidos)
FGFR3 FGFR3 (c51F2) Conejo 1:1000 Cell Signaling Technologies (Estados Unidos)
p130 p130 Cas (E1L9H) Conejo 1:1000 Cell Signaling Technologies (Estados Unidos)
Rb Rb (4H1) Ratón 1:500 Cell Signaling Technologies (Estados Unidos)
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10.Transfección transitoria de UPK3c 
UPK3c se transfectó de manera transitoria en la línea celular de CU 
T24 dado que por RT-PCR se observó que no expresa UPK3c de forma 
endógena (datos no mostrados). El plásmido de expresión utilizado para 
transfectar la línea celular T24 fue el plásmido CS2+ (pCS2+). De un clon 
con la construcción pCR® II-TOPO®-UPK3c con la secuencia correcta tras 
su secuenciación, se extrajo el transcrito de UPK3c con la enzima de 
restricción EcoRI (New England Biolabs, Estados Unidos) que 
posteriormente se extrajo del gel de agarosa con el kit GFX™ PCR DNA 
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido) basado en un 
sistema de purificación a través de la adsorción y desorción del producto de 
PCR en columnas de sílice tras la disolución del fragmento de agarosa que 
lo contiene. El pCS2+ que contiene un sitio de restricción para EcoRI (New 
England Biolabs, Estados Unidos) se linearizó con esta enzima de 
restricción y posteriormente se desfosforiló para eliminar los fosfatos de los 
extremos 5’ del plásmido y así evitar la religación y permitir la acción de las 
ligasas. Aproximadamente 400 ng de pCS2+, se incubó con 50 mM de Bis-
Tris-propano-HCl-, 1 mM MgCl2, 0.1 mM ZnCl2 y 5 U de fosfatasa Antartic 
(New England Biolabs, Estados Unidos) durante 15’ a 37ºC y 
posteriormente la enzima se inactivó durante 5’ a 70ºC. La ligación se 
realizó con la T4 DNA ligase (New England Biolabs, Estados Unidos) en un 
ratio molar Vector:Inserto 1:3 y con una concentración total de vector e 
inserto de 4,4 µg/ml incubándolo con 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1mM 
ATP, 10 mM DTT y 400 U de T4 DNA ligasa durante 5’ a 25ºC y 
posteriormente inactivada a 65ºC durante 10’. 4 µl del producto de la 
ligación posteriormente se transformó en One Shot® Chemically 
Competent E. coli y purificado como ha sido explicado anteriormente. La 
presencia del inserto se comprobó también con la enzima de restricción 
EcoRI (New England Biolabs, Estados Unidos) como ha sido explicado 
anteriormente y su correcta orientación se estableció con los primers del 
plásmido Promotor SP6 (5’-CCCAAGCTTGATTTAGGTGAC-3’) y el primer 
T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3’) a través de su secuenciación. 
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Para llevar a cabo la transfección, la línea celular de CU T24 se 
sembró a una densidad de 150 células/mm2 en medio Mc Coy´s (Sigma, 
Estados Unidos), suplementado con 1.5 mM de L-Glutamina (Sigma, 
Estados Unidos) y 10% de Suero Fetal Bovino (Sigma, Estados Unidos), un 
cocktail de antibióticos (100 U de Penicilina , 25 mg/ml de Estreptomicina) 
(Sigma, Estados Unidos) y 0.1 mg/ml de Plasmocin™ (Invivogen, Estados 
Unidos) y cuando alcanzaron una confluencia del 80-90% se transfectaron. 
Dos horas antes de realizar la transfección, el medio se cambió por medio 
nuevo sin antibióticos ni Plasmocin™. Para transfectar se utilizó 
Lipofectamine® LTX con Plus™ Reagent (Invitrogen, Estados Unidos). 
Plus™ Reagent con pCS2+-UPK3c se mezclaron en un ratio 1:1 de µl:µg 
en Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) en tubos de 
poliestireno e incubados durante 10’ a temperatura ambiente. 
Posteriormente, esta solución de Opti-MEM® se mezcló con otra solución 
de Opti-MEM® (1:1) que contenía Lipofectamine® LTX en un ratio final 1:4 
o 1:2.5, plásmido:Lipofectamine® e incubada durante 30’ a temperatura 
ambiente mezclando suavemente cada 10’. Finalmente el volumen final de 
Opti-MEM que es igual a 1:10 del volumen de medio en la placa se añadió 
al medio de cultivo de las células e incubado durante 6 horas. Después de 
la incubación, las células se lavaron dos veces con medio de cultivo Mc 
Coy´s con antibiótico y Plasmocin™ y se le añadió medio fresco de nuevo 
dejándolas en incubación 24 y 48 horas. Los resultados de la transfección 
se analizaron por WB. 
 
 
11.Deglicosilación de muestras 
Los extractos proteícos de la línea celular de CU T24, como los de 
los tumores de vejiga humanos, cornea y pterigion se deglicosilaron con 
dos N-glicosidasas. Aproximadamente 30 µg de extracto proteíco se incubó 
con un buffer desnaturalizante de glicoproteínas (5%SDS y 0.4 M DTT) 
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durante 10’ a 100ºC. Posteriormente el volumen de la reacción se dobló 
con 400 U de enzima y con 0.5M de citrato de sodio (pH: 5.5) en el caso de 
EndoH (New England Biolabs, Estados Unidos) o de 0.5 M fosfato de sodio 
(pH: 7.5) y 1% de NP40 en el caso de PNGase F (New England Biolabs, 
Estados Unidos). Ambas reacciones con la enzima se incubaron a 37ºC 
durante 60’ y se almacenaron a -80ºC hasta el momento del experimento. A 
los controles para cada muestra se les expuso a las mismas condiciones 
que al resto pero sin contener enzima. La sensibilidad a ambas N-
glicosidasas se examinaron a través de WB. 
 
 
12.Immunolocalización de uroplaquinas en el urotelio de ratón 
Las secciones de parafina de vejiga de ratón sano y de los modelos 
transgénicos de ratón HRAS y SV40T fueron cedidos por el Dr. Sun. La 
desparafinación y rehidratación de las secciones consistió en la incubación 
dos veces en xileno durante 15’, otras dos en 100% etanol durante 5’ y 
luego una vez durante 5’ en un gradiente de distintos porcentajes de etanol 
(95, 80, 75, 50 y 30). La hidratación final se realizó en agua dos veces 
durante 3’. El desenmascaramiento y la recuperación del epítopo se realizó 
con una solución tampón de citrato a pH 6 (Sigma, Estados Unidos) en un 
microondas durante 5’ a máxima potencia y otros 2´a potencia baja. Tras 
enfriar las muestras sumergidas en la solución tampón de citrato durante 
60´a temperatura ambiente, las secciones se lavaron con PBS (pH 7.4) en 
agitación. El bloqueo de las secciones se realizó con una solución de PBS 
(pH 7.4) al 3% de BSA durante 30’ a temperatura ambiente. Las secciones 
se incubaron con anticuerpos primarios (Tabla 2) a su respectiva 
concentración en una solución de PBS (pH 7.4) al 3% de BSA a 4ºC 
durante toda la noche y los anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488, 594 
y 633 de conejo, ratón y cabra respectivamente (ThermoFisher, Estados 
Unidos) se incubaron a temperatura ambiente durante 60’ en oscuridad a 
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una dilución 1:100 de PBS (pH 7.4) al 3% de BSA. La tinción nuclear 
también realizada en oscuridad se llevó a cabo a una dilución 1:1000 
durante 60’’ en una solución de PBS (pH 7.4). Las secciones se cubrieron 
con el medio de montaje acuoso Fluoro-Gel (Electron Microscopy Sciences, 
Estados Unidos). Las imágenes se adquirieron con un microscopio confocal 
invertido Zeiss LSM700 y las condiciones de adquisición de imágenes se 
llevaron a cabo con un objetivo de 100x y 1.4NA, el tamaño del pinhole fue 
de 0.7 µM y el tamaño del pixel de 40 nm. Los fluoróforos para los 
anticuerpos secundarios emitieron a 520, 617 y 668 nm. 
 
PROTEÍNA NOMBRE ANTICUERPO ESPECIE DILUCIÓN PROVEEDOR
UPK1a 2P22 Ratón 1:100 Cedido por Dr. Sun 
UPK1b 7472 Conejo 1:100 Cedido por Dr. Sun 
UPK2 N18 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Estados Unidos)
UPK2 S3045 Conejo 1:200 Cedido por Dr. Sun 
UPK3a M17 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Estados Unidos)
UPK3a AU1 Ratón 1:100 Cedido por Dr. Sun 
UPK3b c362 Ratón 1:50 Cedido por Dr. Sun 
UPK3c m3c Conejo 1:50 Cedido por Dr. Sun 
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ORIGEN Y EVOLUCIÓN DE LAS UROPLAQUINAS. IDENTIFICACIÓN 
DE TRES NUEVAS UROPLAQUINAS: UPK3c, UPK3d Y UPK2b. 
 
1.Búsqueda de secuencias en bases de datos de DNA y proteína.  
 
La existencia de secuencias de las dos familias de uroplaquinas 
UPK1a/1b y UPK2/3 en vertebrados basales (peces óseos y cartilaginosos, 
anfibios, reptiles/aves) y su ausencia en tunicados, que son los organismos 
evolutivamente más cercanos a los vertebrados, ha sido  descrita en un 
estudio anterior en el que participó un investigador del grupo en el que he 
desarrollado mi trabajo de tesis (García-Espana et al. 2006). Los tunicados 
son animales marinos y aunque la mayoría de adultos son sésiles, las 
larvas son móviles y poseen una notocorda (médula espinal primitiva) que 
los clasifica como cordados, junto a los vertebrados y a los cefalocordados 
(Delsuc et al. 2006). La presencia de uroplaquinas en peces cartilaginosos 
y su ausencia en tunicados es indicativa de que las uroplaquinas debieron 
aparecer durante las primeras fases de la evolución de los vertebrados. En 
ese estudio se  clasificaron las nuevas uroplaquinas como pertenecientes a 
los distintos grupos ya conocidos (1a, 1b, 2, 3a y 3b) excepto las similares 
a UPK3 de peces, que se clasificaron como proto-UPK3s debido a la 
divergencia que presentaban con las UPK3a/3b de tetrápodos (anfibios, 
reptiles/aves y mamíferos) (García-Espana et al. 2006) 
En el presente estudio hemos reexaminado la evolución y 
profundizado en el origen  de las familias de las uroplaquinas debido al 
reciente aumento en el número de genomas parcial o totalmente 
secuenciados de cordados. Sobre todo, ha contribuido a ello, la 
disponibilidad de los genomas de: lamprea (Petromizon marinus), un pez 
sin mandíbula que puede considerarse como un fósil viviente de los 
vertebrados más basales (agnatos) (Kuratani 2012; Smith et al. 2012);  
catan pinto (Lepisosteus oculatus), un pez óseo primitivo (Amores et al. 
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2011); y el de un cordado basal (cefalocordado), lanceta o anfioxo 
(Branchiostoma floridae) (DeSalle et al. 2014; Putnam et al. 2008). 
Buscando en bases de datos de DNA y proteína, tal como se describe en 
materiales y métodos, mediante la utilización de secuencias ya descritas, 
se identificaron nuevas secuencias de uroplaquinas en vertebrados, 
incluyendo la lamprea, y no encontrándose uroplaquinas en cordados no 
vertebrados ni en organismos más antiguos.  Las secuencias de proteína y 
DNA de las uroplaquinas de organismos representativos de los diferentes 
grupos de vertebrados mamíferos (placentarios, marsupiales y monotrema), 
reptiles/aves, anfibios y peces se enviaron a nuestro colaborador, el Dr. 
Rob DeSalle del Natural History Museum (Nueva York), para su estudio 
filogenético utilizando métodos de inferencia Bayesiana (Figura 6), máxima 
parsimonia, y máxima verisimilitud (Figura Suplementaria 3 y 4 de DeSalle 
et al. 2014).  
 
 
2.Relaciones evolutivas de las uroplaquinas de la familia tetraspanina 
(UPK1a/1b)  
 
Las tetraspaninas (tetraspan o TM4SF) constituyen una extensa 
superfamilia de proteínas con más de 33 miembros en humanos y con 
representantes en animales, hongos, plantas y protistas (eucariotas 
unicelulares) (García-España et al. 2008, Huang et al. 2005). Dentro de 
esta superfamilia, las uroplaquinas tetraspaninas (UPK1a/1b) constituyen 
un grupo bien definido con dos ramas que se corresponden con las 
secuencias similares a UPK1a y UPK1b (DeSalle et al. 2014; García-
Espana et al. 2008; Huang et al. 2005; Hemler 2003; Boucheix et al. 2001). 
Al analizar filogenéticamente las uroplaquinas de la familia UPK1a/1b 
observamos que sus secuencias se mantienen claramente diferenciadas en 
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únicamente dos grupos, UPK1a y UPK1b, incluso con las secuencias de 
lamprea (Figura 6a y Figura 7).  
La reconstrucción evolutiva de las UPK1a/1b concuerda con la 
historia de la diversificación de los grupos de vertebrados, excepto en el 
caso de los peces cartilaginosos, que en el árbol filogenético se encuentran 
más cercanos a los tetrápodos (anfibios, reptiles/aves y mamíferos) que a 
los peces óseos (Figura 6a). Esto podría deberse a la gran diversificación y 
velocidad evolutiva que han experimentado los peces óseos en 
comparación con los peces cartilaginosos y tetrápodos (Ravi et al. 2008). 
La diversificación de estas proteínas puede entenderse fácilmente como 
consecuencia de una duplicación génica en el ancestro común de 
vertebrados que dio lugar a UPK1a y UPK1b (Figura 7). 
 
 
3.Relaciones evolutivas de las uroplaquinas de la familia UPK2/3: 
identificación de tres nuevas uroplakinas UPK3c, UPK3d y UPK2b 
 
Los análisis de las uroplaquinas de la familia UPK2/3 revelaron la 
existencia de tres nuevos parálogos que no habían sido descritos con 
anterioridad y que hemos denominado UPK3c, UPK3d y UPK2b (Figura 
6b).  
UPK3c sería el más reciente evolutivamente y el único que se  
encuentra en mamíferos, incluyendo humanos. Otro de los nuevos 
parálogos, UPK3d, está relacionado con UPK3b y solo existe en peces 
(Figura 6b). UPK3d es la denominada “UPK3a-like protein” que 
recientemente se ha vinculado con  la morfogénesis del conducto 
pronéfrico de pez cebra (Danio rerio) (Mitra et al. 2011).  
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Figura 2: Árbol filogenético simplificado de la presencia y ausencia de uroplaquinas en 
los principales grupos de cordados. Esquema de la distribución de las uroplaquinas desde 
su origen en el ancestro común de vertebrados hasta humanos. 1A (UPK1a), 1B (UPK1b), 2A 
(UPK2a), 2B (UPK2b), 3A (UPK3a), 3B (UPK3b), 3c (UPK3c), 3D (UPK3d). Los superíndices 1 
y 2 indican la existencia de 2 o 3 formas respectivamente de ese miembro de la familia de 
uroplaquinas. La falta de suficiente información para determinar la existencia o no de 
uroplaquinas ha sido indicada como ¿? y los * representan aquellos momentos en la historia 
donde tuvo lugar una duplicación completa del genoma. El árbol filogenético simplificado 
muestra los principales grupos taxonómicos con una especie como ejemplo representativo. 
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El último de los nuevos parálogos está relacionado con UPK2 y se 
le ha denominado UPK2b para distinguirlo de UPK2 que ha pasado a 
llamarse UPK2a. Solo se encuentra en aves/reptiles, anfibios y peces 
cartilaginosos, a diferencia de UPK2a que tiene una distribución más 
amplia (Figura 6b y Figura 7). 
 Además de estos tres nuevos parálogos, en el caso específico de 
la lamprea, el catán pinto y la rana (Xenopus tropicalis) es posible encontrar 
tres copias de UPK3a, UPK3b y UPK3d respectivamente (Figura 7). 
Al igual que en el caso de las UPK1a/1bs, la reconstrucción 
evolutiva de UPK2/3 está de acuerdo con la historia de la diversificación de 
los grupos de vertebrados menos por algunas excepciones (Figura 6b y 
Figura 7). Por ejemplo, la UPK2a, UPK3a.1 y UPK3a.2 en lamprea y la 
UPK3a tanto en celacanto como en ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus) 
no se encuentran en los grupos que le corresponderían. Esta incongruencia 
podría ser debida a “Long Branch Attraction”, por la cual, secuencias que 
han evolucionado rápidamente se agrupan de forma conjunta 
indistintamente de su correcta relación (Felsestein 2004). 
La evolución de UPK2/3 es más compleja que la de UPK1a/UPK1b 
y varias rondas de duplicación serían necesarias para poder explicar su 
distribución en los distintos taxones animales (Conrad et al. 2007; Kleinjan 
et al. 2008; Rastogi et al. 2005; Dehal y Boore 2005; Lundin et al. 2003; Mc 
Lysaght et al. 2002) (Figura 7). En principio, podría pensarse que una 
duplicación habría coincidido con la primera duplicación del genoma que 
ocurrió en el ancestro común de vertebrados (Ohno et al. 1999) dando 
lugar a la separación de UPK2 y UPK3. 
En el caso de UPK2, una duplicación adicional debió ocurrir que dio 
lugar a UPK2a y UPK2b. Está duplicación podría haberse producido en el 
ancestro común de peces cartilaginosos y óseos dado que la UPK2b más 
antigua encontrada es en peces cartilaginosos (Figura 7). Sin embargo, 
dado que de vertebrados más primitivos solo se dispone del genoma de 
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lamprea, no se puede descartar la posibilidad de que UPK2a fuese 
duplicada ya en el ancestro común de vertebrados con la posterior pérdida 
de UPK2b en lamprea (Figure 7). En cuanto a UPK3s, a rasgos generales 
su evolución necesitaría al menos cuatro rondas de duplicación para poder 
llegar a explicar la actual distribución de los genes en el genoma de 
vertebrados. Sin embargo, no se puede precisar con exactitud cómo se 
produjeron estas duplicaciones excepto en el caso de UPK3c dado que su 
origen se explicaría como consecuencia de una duplicación del gen UPK3b 
en el ancestro común de reptiles/aves y mamíferos. Esto es demostrado a 
través de la sintenia o conservación de la localización de los genes en este 
caso adyacentes a UPK3b en los cromosomas de anfibios, reptiles/aves y 














































Figura 8: UPK3c se originó consecuencia de una duplicación del gen UPK3b. Análisis de 
sintenia donde la colocalización preservada de genes adyacentes al gen UPK3b en 
cromosomas de diferentes especies muestra que el gen UPK3c se originó en el ancestro 
común de reptiles/aves y mamíferos a partir de una duplicación del gen de UPK3b.  
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4.Origen de las uroplaquinas en el ancestro común de los vertebrados 
y desaparición especifica en los peces óseos modernos. 
 
Las secuencias más antiguas relacionadas con las uroplaquinas se 
encontraron en lamprea, un vertebrado basal y no se detectaron en 
organismos más antiguos: tunicados y cefalocordados, equinodermos, 
insectos, nematodos, cnidarios, (medusas) o esponjas. Esta distribución 
sugiere que la familia de las uroplaquinas se originó hace 500 millones de 
años en el ancestro común de los vertebrados cuando estos se separaron 
de tunicados (urocordados) y cefalocordados (Holland et al. 2015). 
Dado que las uroplaquinas de la familia UPK1a/1b pertenecen a la 
extensa y antigua familia de proteínas tetraspaninas probablemente se 
originaron a partir de la duplicación de un gen tetraspanina ancestral que 
no hemos podido identificar al no existir conservación de sintenia entre 
UPK1a o UPK1b en el genoma de los cordados basales. En el caso de la 




5.La conservación de la pauta de exones codificantes e intrónes y de 
cisteínas extracelulares en UPK2s y UPK3s refuerzan su origen 
evolutivo común.  
 
A pesar de que la similitud entre las secuencia de las distintas 
proteínas UPK2/3 es baja (12-44%), al alinear sus secuencias se observa 
que comparten un patrón génico idéntico. Todas, excepto las UPK2s, que 
carecen del último exón, están codificadas en seis exones con 5 intrones 
(1-5) en fases 1:1:2:1:2  (Figura 9). Los intrones en fase 1 y 2 interrumpen 
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un codón entre la primera y segunda base o entre la segunda y la tercera 
base respectivamente.   
Además en el alineamiento de estas secuencias se puede apreciar 
la conservación de cuatro cisteínas (C1-C4) en la parte extracelular de la 
proteína con alguna excepción dado que UPK3c ha perdido las C1 y C2 en 
las secuencias de mamíferos y UPK2a no tiene las C3 y C4 (Figura 9 y 
Figura Suplementaria 1). Estas observaciones reforzarían los resultados de 











Figura 9: Conservación de los residuos de cisteína y la pauta de intrón exón en 
UPK2/3s. Alineamiento de las secuencias humanas de UPK2a, UPK3a, UPK3b y UPK3c, 
UPK2b de lagarto y UPK3d de pez zebra utilizando el servidor MAFFT con los parámetros 
estándar y ajustadas manualmente para poder alinear la posición del intrón 1. Los intrones del 
dominio urofibrina 1-4 (ver mas adelante y Figura 10) como el intrón 5 del DTM están 
señalados en la parte superior de la secuencia en color azul o rojo atendiendo si la fase es 1 o 
2 respectivamente. De esta misma manera, los aa resultantes de un codón entre dos exones 
están resaltados con los mismos colores. Las cisteínas están resaltadas de color amarillo y 
numeradas del 1 al 4.UPK3d tiene dos cisteínas adicionales y los pares de cisteínas C1-C2 y 
C3-C4 no existen en UPK3c y UPK2a respectivamente. El péptido señal y la región 
citoplasmática están delimitados con una línea de color azul discontinua, el DTM está 
delimitado con una línea de color negro y la región extracelular con una línea de color rojo. 
Aunque la similitud entre las distintas UPK2/3 es baja, las fases de los intrones y los residuos 
de cisteína están muy conservados sugiriendo entonces un origen evolutivo común. Identidad 
de aa, idéntico (*); muy similar (:); poco similar (.) y sin similitud ( ).  
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RELACIÓN EVOLUTIVA ENTRE LAS UROPLAQUINAS UPK2/3 Y LOS 
RECEPTORES SUBTIPO 3 DE TIROSINA FOSFATASAS (R3 PTPRS). 
CARACTERIZACIÓN DEL DOMINIO UROFIBRINA. 
 
1.Identificación de un fragmento de proteína similar a las uroplaquinas 
UPK2/3 en los receptores de proteína tirosina fosfatasa (R3 PTPRs) 
 
Al contrario que las uroplaquinas UPK1a/1b que pertenecen a la 
familia de las tetraspaninas, las uroplaquinas UPK2/3 no se habían podido 
relacionar con otras familias de proteínas. Por este motivo utilizando como 
cebo diversas secuencias de UPK2/3s se iniciaron una serie de búsquedas 
en bases de datos de DNA y proteína. 
 En una de estas búsquedas, se observó que la proteína UPK3a 
humana reconocía, aunque con baja significancia (E = 0.066), un fragmento 
de 58 aa de la secuencia de proteína del receptor tirosina fosfatasa Q 
(PTPRQ) humana (Figura 10a).  
Al alinear las secuencias de estas dos proteínas, la similitud entre 
ambas pudo extenderse a la región que abarca toda la secuencia 
extracelular y transmembrana de UPK3a y que corresponde en PTPRQ a la 
región entre los aa 1744 y 1928 (Figura 10b). Ambas secuencias 
comparten un 16% de aa idénticos, un 21% muy similares y las cuatro 
cisteínas (C1-C4) identificadas anteriormente (Figura 9) como 
características de la familia UPK2/3 (Figura 10b). 
La fosfatasa PTPRQ pertenece al subtipo 3 de receptores tirosina 
fosfatasa  (R3 PTPRs). Los miembros de este subtipo 3 (R3 PTPRs) se 
caracterizan y distinguen de los otros 8 subtipos de receptores tirosina 
fosfatasas por tener un solo dominio catalítico y en la parte extracelular 
únicamente dominios fibronectina tipo III (FN3) (Andersen et al. 2001). Al 
igual que las UPK2/3, los R3 PTPRs son proteínas integrales de membrana 
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tipo I pero, a diferencia de estas (184-287 aa), son de gran tamaño (1216-
2299 aa) (Figura 11). En vertebrados, existen cinco miembros de R3 
PTPRs: PTPRB (VE-PTP), PTPRJ (DEP-1), PTPRH (SAP-1), PTPRO 
(GLEPP1) y PTPRQ (PTPS31) (Hendriks et al. 2013; van Eekelen et al. 
2010; Andersen et al. 2001). Al comparar sus secuencias, la presencia de 
la región similar a UPK3a se observó también en PTPRB y PTPRJ pero no 
en PTPRO y PTPRH  (Figura 11). Además, esta región, al igual que en las 
uroplaquinas UPK2/3, está codificada por cuatro exones comprendidos 
entre 5 intrones (1-5) en fases 1:1:2:1:2 (Figura 9 y Figura 11). Al igual que 
PTPRQ y las  proteínas UPK2/3, las cisteínas C1-C4 también están en 
PTPRB (Figura 11) e incluso el tamaño de los exones es similar con los de 
UPK3a (Figura 11 y Figura Suplementaria 3).  
PREDICTED: phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ isoform X1 [Homo sapiens]  
Sequence ID: ref|XP_011536592.1|Length: 2321Number of Matches: 1 
 
Range 1: 1838 to 1894  
Alignment statistics for match #1 
Score Expect Method Identities Positives Gaps 
37.7 bits(86) 0.067 Compositional matrix adjust. 17/59(29%) 29/59(49%) 2/59(3%) 
 
 
UPK3a  130   NAYLVRVGANGTCLWDPNFQGLCNAPLSAATEYRFKYVLVNMSTGLVEDQTLWSDPIRT  188 
             N  +  +GA+  C+   N   +CN PL    +Y FK+   N+     +    +SDP++T 














Figura 10: Región similar entre UPK3a y PTPRQ humanas. (a.) Fragmento de PTPRQ 
humana reconocida por UPK3a cuando esta es utilizada como cebo en la herramienta BLAST 
contra bases de datos de proteínas humanas. (b.) Alineamiento extendido de las regiones 
similares de UPK3a (17-235) y PTPRQ (1744-1928) humanas. Los DTM están subrayados en 
color rojo. Los residuos de cisteína están anotados como C1–C4 y resaltados de color amarillo. 
La identidad de los aa viene determinada como rojos o idénticos (*), verdes o alta similitud (:), 
azules o baja similitud (.) y negros o ningún tipo de similitud ( ). 
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Dominio FN3Dominio TransmembranaPéptido Señal Dominio catalítico Región citoplasmática
PTPRJ
43 70 42 29
PTPRB
50 81 36 33
PTPRQ
53 74 25 33
UPK3a
52 93 28 44















Figura 11: Identificación del dominio urofibrina dentro de la región similar entre 
uroplaquinas y receptores tirosina fosfatasa subtipo R3 (R3 PTPR) de humanos. 
Esquema representando los exones (rectángulos de color rosa) que constituyen el dominio 
urofibrina y con el DTM (rectángulo color negro), la región similar. Los números debajo de los 
rectángulos indican el número de aa. Los intrones son los números en la parte superior donde 
rojo y azul denotan fase 1 y fase 2 respectivamente. Aunque solo se represente UPK3a, todas 
las proteínas UPK2/3 humanas comparten la misma pauta de intrón-exón con la excepción del 
exón 5 que no existe en las UPK2s (Figura 9). C1-4 indican las cuatro cisteínas de UPK3a que 
están conservadas en PTPR-Q, -B y -J pero no en -H y -O, la cual también ha perdido la 
región similar (línea punteada). Ver leyenda para información adicional de péptido señal, DTM, 
dominio catalítico PTP y dominios FN3 (cifras anotadas debajo indican el número de dominios 
FN3). El número de aa de cada proteína está reflejado entre paréntesis bajo el nombre de 
estas.  
 
Por simplificar y para facilitar la lectura hemos llamado dominio 
“urofibrina” a la región comprendida entre los intrones 1 y 4 (Figura 11) 
dado que en general, los dominios en las proteínas están delimitados por 
intrones de la misma fase como en este caso (intrones 1 y 4 son de fase 1), 
presentan características comunes como el patrón génico y de cisteínas, y 
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porque, como se verá más adelante, esta región comparte cierta similitud 
con las uroplaquinas y con los dominios FN3 (Tabla 3). 
 
 
2.Caracterización del dominio urofibrina en UPK2/3 y R3 RPTPs de 
vertebrados e invertebrados. 
 
El dominio urofibrina esta conservado en todas las proteínas 
UPK2/3 y es codificado por los exones del 2 al 4 con intrones en fases 
1:1:2:1, con la excepción de la ausencia de las C1-C2 y C3-C4 en UPK3c y 
UPK2a respectivamente (Figura 9 y Figura Suplementaria 1). Para su 
caracterización se tuvieron que obtener secuencias de R3 RPTPs 
buscando en bases de datos genómicas como ha sido descrito en 
Materiales y Métodos y a través de artículos científicos (Ono et al. 1999; 
Ono-Kpyanagi et al. 2000; Byrum et al. 2006; van Ekelen et al. 2010). Para 
comprobar que solo pertenecían al subtipo R3, las secuencias debían de 
ser completas y poder así comprobar que tenían un solo dominio catalítico 
(PTP) y únicamente dominios fibronectina tipo III (FN3) en la parte 
extracelular. Las secuencias R3 RPTPs obtenidas (Material Suplementario 
1) cubren un amplio rango evolutivo desde vertebrados a esponjas. No se 
encontraron secuencias de R3 PTPRs en genomas de organismos más 
antiguos que los animales (metazoos) como monosiga y capsaspora que 
son los protistas más cercanos al reino animal (King et al. 2008; Suga et al. 
2013). Todas las secuencias de R3 PTPR contienen el dominio urofibrina 
excepto PTPRO, PTPRH en vertebrados y dos proteínas de invertebrados 
(ciona 1 y oikopleura 1) (Figura Suplementaria 2).  
En el análisis comparativo de estos dominios urofibrina en UPK2/3 
y R3 PTPRs (Figura 12 y Figura Suplementaria 3) se puede observar que 
los intrones localizados en los flancos del dominio (intrones 1 y 4) son de 
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origen más antiguo, estando ya presentes en esponja (porífera), mientras 
que los intrones 2 y 3 aparecieron a partir de deuterostomas (hemicordados 
y cordados) después de la separación de los protostomas (artrópodos, 


















Figura 12: El dominio urofibrina se encuentra conservado a lo largo de la evolución de 
vertebrados e invertebrados. Alineamiento de los dominios urofibrina de secuencias 
representativas de UPK3a, PTPRQ y secuencias relacionadas con PTPR de invertebrados 
utilizando el servidor MAFFT con los parámetros de serie establecidos. El servidor BoxShade 
se utilizó para resaltar en diferentes tonalidades de grises la homología de los residuos. Los 
intrones del 1 al 4 están indicados en la parte superior de la secuencia y para las fases de los 
intrones, los aa están resaltados de azul (fase 1) o de rojo (fase 2). En el caso de fase 0, los 
dos aa que la flanquean están resaltados de verde. Las C1-C4 están indicadas en la parte 
superior y en el alineamiento, resaltadas de color amarillo. Las zonas de similitud 1-7 están 
indicadas con barras horizontales de color rojo. Las secuencias de arriba abajo son: 
vertebrados, negro; tunicados (ciona), azul; hemicordados (acorworm), verde; equinodermos 
(seaurchin), naranja; lophotrochozoa (annelid), marrón clarito; ecdysozoa (nematode), azul 
oscuro; insectos (fly) , rojo; porífera (spongue), rosa.  
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Por otro lado, mientras que las C3-C4 están presentes en todos los 
organismos desde esponja hasta mamíferos, C1-C2 aparecieron a partir de 
los tunicados (ciona)  (Figura 12 y Figura Suplementaria 3). Además, en el 
alineamiento de estos dominios urofibrina aparecen 7 secuencias cortas de 
aa de mayor similitud (1-7 en la Figura 12) y particularmente bien 
conservado aparece el motivo CNGPL en el fragmento 5 (Figura 12). 
UPK2a en mamíferos es sintetizada como un precursor con una 
pro-secuencia que es cortada justo después de la C2 por la endoproteasa 
furina en el motivo diana RxR/KR para generar una isoforma madura capaz 
de unirse a UPK1a (Hu et al. 2008; Lin et al. 1994). Sitios putativos de esta 
endoproteasa furina son encontrados en posiciones parecidas además de 
en todos los dominios urofibrina de UPK2a, en algunos de UPK2b y en 






Figura 13: La señal de corte de la 
endoproteasa furina en UPK2a está 
conservada en UPK2b de anfibios y en 
R3 PTPRs de invertebrados. 
Alineamiento de un fragmento de 
secuencias representativas de UPK2a, 
UPK2b y de R3 PTPRs de invertebrados 
donde está incluida la señal de corte de la 
endoporteasa furina RxR/KR. El sitio de 
corte está localizado posterior a la C2 
(resaltada de amarillo). La señal de corte 
(letras en rojo) está conservada en todas 
las UPK2a, las UPK2b de anfibios y en 
todas las R3 PTPRs de invertebrados 
excepto en las secuencias de mosca 
DPTP4e y PTP10D. El lugar donde 
ocurre el sitio de corte por parte de la 
endoproteasa está marcado con la flecha 
vertical de color negro.  
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Algunos dominios urofibrina de R3 RPTPs son reconocidos como 
pertenecientes a uroplaquinas y algunos dominios urofibrina de 
uroplaquinas como dominios FN3 utilizando el servidor SMART para el 
análisis de dominios FN3 y la base de datos de dominios conservados 




UPK3a humano cd09970 1.01e-108
UPK3a ratón cd09970 5,40E-96
UPK3a gallo cd09970 1.10e-71
UPK3a rana cd09970 6.07e-56
UPK3a catán pinto cd09970 1.19e-32
Lamprea cd09970 1.86e-17
UPK3b humano cd09969 2.62e-76
UPK3b ratón cd09969 2.00e-65
UPK3b gallo cd09968 2.63e-08
UPK3b rana cd09969 1.12e-65
Lamprea cd09968 8.29e-17
UPK2a humano 945 cd09967 5.0e-56
UPK2a ratón 129 cd09967 1.91e-57
UPK2a rana 945 cd09967 9.46e-13
UPK2a catán pinto 514 cd09967 9.31e-12
UPK3c humano cd09969 9.23e-73
PTPRQ ratón cd09968 2.97e-10
PTPRQ humano 1480 cd09968 2.63e-08
PTPRQ gallo 500 cd09968 1.40e-08










Ciona 294 cd09968 3.53e-07







Anélido 354 cd09966 9.89e-03
Fly Ptp52F 17
Fly DPTP4e 5 cd09968 1.84e-03
Fly PTP10D 130 cd09966 8.62e-03
Nemátodo 2 cd09968 3.04e-03
Nemátodo 1
Nemátodo 3 34





Tabla 3: Uroplaquinas y R3 
PTPRs son reconocidas 
como dominios FN3 y como 
dominios UPK2/3. 
Secuencias de R3 PTPRs y 
de uroplaquinas fueron 
analizadas en el servidor 
SMART o en la base de datos 
CDD para comprobar si eran 
reconocidas como dominios 
FN3 o dominios UPK2/3 
respectivamente. En caso de 
ser reconocidas como tales, el 
valor adjudicado corresponde 
al e valor al cual son 
reconocidos como dominios 
FN3 o dominios UPK2/3. En 
los dominios UPK2/3 los 
códigos corresponden a 
cd09970 y UPK3a, cd09969 y 
UPK3b, cd09968 y UPK3, 
cd09967 y UPK2 y cd09966 y 
UPK2/3. 
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Finalmente no se encontraron dominios urofibrina fuera de las 
proteínas R3 RPTPs y UPK2/3  en una búsqueda especifica de estos 
dominios utilizando los motivos más conservados como el C3XnC4NGPL y 
variaciones de esta secuencia.   
 
 
3.El dominio urofibrina  es probablemente un dominio FN3 divergente  
 
Al existir cierta similitud entre los dominios urofibrina y los dominios 
FN3, hemos comparado sus secuencias utilizando un alineamiento 
estructural descrito por Schroder et al. 2011. 
La estructura tridimensional de los dominios canónicos de FN3, 
como el paradigmático décimo dominio de la proteína fibronectina, están 
formados por siete hebras beta antiparalelas denominadas desde el 
extremo amino terminal A, B, C, C’, E F, y G que se distribuyen en dos 
laminas formando un estructura que permite una gran variabilidad a las 
cadenas que interconectan las hebras beta (Figura 14a) (Halaby et al. 
1999; Koide et al. 1998). Comparando un grupo de dominios FN3 con 
estructura terciaria conocida con los dominios urofibrina de las secuencias 
de PTPRQ y UPK3a en diferentes organismos, se observa que las hebras 
beta de los dominios FN3 coinciden aproximadamente con las secuencias 
de aa 2 – 7 que mostraron una mayor conservación en el alineamiento de 
los dominios urofibrina (Figura 12 y Figura 14b). Estas mismas secuencias 
cortas 2-7 también coinciden con las predicciones de estructura secundaria 
de hebra beta (Figura 14b). Sin embargo, existen diferencias con los 
dominios FN3 canónicos como la perdida en R3 PTPRs y UPK2/3s de un 
triptófano (W) muy característico de la hebra beta B de los dominios FN3 
(Halaby et al. 1999) (Figura 14b), y que la longitud de conexiones entre las 
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hebras beta es mayor sobre todo entre C y C’ en el dominio urofibrina 
(entre 36 y 53 aa más larga) (Figura 14b).  
 
Figura 14: El dominio urofibrina está relacionado estructuralmente con los dominios 
fibronectina tipo 3 (FN3). (a.) Representación 3D del dominio FN3 donde las láminas beta 
(A-G) están representadas con distintos colores (http://scop.berkeley.edu/). (b).  Alineamiento 
de las secuencias de los dominios urofibrina de PTPRQ y UPK3a y dominios FN3 canonicos 
identificados en la figura con el código del Protein Data Bank. Las secuencias FN3 se 
obtuvieron del análisis realizado por Schroder et al. 2011. La conservación de los residuos 
está resaltada (verde, hidrofóbico; rosa, polar; naranja, prolina)  acorde a Schroder et al. 2011. 
D1fnf_4 es el paradigmático décimo dominio FN3 de fibronectina. Las cajas con letras (A-G) 
representan las hebras beta en la estructura terciaria del décimo dominio FN3 de fibronectina 
(Koide et al. 1998 y Schroder et al. 2011). Las flechas azules indican las zonas de predicion de 
estructura secundaria beta predichas mientras que las secuencias de aa conservadas en los 
dominio urofibrina en la figura están subrayados con una línea roja. El motivo C3XnC4NGPL 
está delimitado por una una línea discontinua de color naranja. La flecha vertical indica la 
posición del triptófano (W) altamente conservado en los dominios FN3 canonicos. Los 
fragmentos entre 36 y 53 aa (resaltado en amarillo entre paréntesis) de los dominios urofibrina 
y que no se corresponden con los dominios FN3 canonicos se omitieron en la figura.  
1 2 3 4 5 6 7
A B C C’ E F G
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4.Relación evolutiva entre UPK3a y PTPRQ. Origen de las uroplakinas 
UPK2/3. 
 
Para estudiar la relación evolutiva se generaron árboles 
filogenéticos con secuencias de los dominios urofibrina y DTM de PTPRB, 
PTPRQ, UPK3A, y UPK3B de vertebrados representativos y de todas las 
















Figura 15: Relación 
evolutiva entre UPK3as 
y PTPRQs.  . La 
evolución de la región 
similar (dominio urofibrina 
y transmembrana) se 
analizó utilizando una 
matriz combinada de 
secuencia de proteína y 
morfología molecular y 
plasmada en un árbol 
utilizando métodos de 
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Las secuencias de aa combinadas con caracteres de morfología 
molecular (presencia o ausencia de intrones y cisteínas) sitúan las 
secuencias de UPK3s en el mismo grupo que las PTPRQ en el análisis de 
inferencia Bayesiana (Figura 15 y Figura Suplementaria 3). Además 
muestran que UPK3a está estrechamente relacionada con las secuencias 
precursoras de PTPRQ en Ciona 1 (C. intestinalis) y Ciona (C. savigny) y 
también con dos secuencias de ciona relacionadas con PTPRQ que 
carecen de dominio catalítico. (Ciona Nocat.1 y Ciona Nocat.2) (Figura 16).  
UPK3a
1 2 3 4 5
Ciona No Cat
Thr 244 Tyr 249Intrón 5





Figura 16: Similitud entre las regiones citoplamaticas de UPK3a y las secuencias de 
ciona sin dominio catalítico PTP. (a) Representación de la estructura de UPK3a y Ciona No 
Cat. Intrones azules o rojos si la fase es 1 o 2 respectivamente. (b) Alineamiento de la región 
citoplasmatica de las secuencias de ciona (CionaNocat1 y CionaNocat2) sin dominio catalítico 
con secuencias representativas de UPK3a y UPK3b. Residuos idénticos o similares a la 
secuencia de CionaNocat1 se resaltaron de verde o amarillo respectivamente. La Tyr de rana 
(Tyr249) fosforilada durante la fertilización y los residuos de Tyr predichos para ser fosforilados 
están resaltados de magenta. Thr y Ser que coinciden con la Thr244 humana fosforilada en 
respuesta a la adhesión de E. coli están resaltadas de azul. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKIN PROTEIN 
Javier Ugarte Chicote 
 62 
 
Curiosamente, los fragmentos citoplasmicos de estas dos 
secuencias de invertebrados sin dominios catalíticos tienen cierta similitud 
con las secuencia citoplasmicas de UPK3a (Figura 16). En ello, se incluye 
un motivo putativo de fosforilación de tirosina (Tyr249) que en Xenopus es 
transitoriamente fosforilado durante la fertilización de los ovocitos (Mahbub 
Hasan et al. 2011) y una treonina (Thr244) que es fosforilada por una 
serina/treonina quinasa (caseína quinasa) en respuesta a la adhesión de la 
uropatogénica E. coli al urotelio humano (Thumbikat et al. 2009) (Figura 
16).  
Aunque la falta de genomas bien anotados impide la determinación 
precisa de la aparición de las UPK2/3, su relación evolutiva con las 
fosfatasas PTPRQ sugiere que la primera UPK2/3 se originó por 
duplicación y perdida de dominios FN3 de un gen relacionado con PTPRQ 
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UPK3c DENTRO DE LA HISTORIA EVOLUTIVA DEL CROMOSOMA 7 
DE LOS GRANDES PRIMATES. POSIBLE MECANISMO DE 
TRASLOCACIÓN A TRAVÉS DE UN INTERMEDIARIO CIRCULAR. 
 
1.Localización de UPK3c en el cromosoma 7 de los grandes primates 
 
 Desde su origen, debido a una duplicación de UPK3b en el 
ancestro común de reptiles/aves y mamíferos (DeSalle et al. 2014)  (Figura 
8), hasta orangután solo existe una copia de UPK3c. Sin embargo, durante 
la especiación de los grandes primates (orangután, gorila, chimpancé, 
bonobo y humano) se produjo un aumento en el número de copias de tal 
manera que los genomas de gorila y chimpancé poseen dos copias de 
UPK3c mientras que en el genoma humano pueden ser localizadas tres 
copias. 
 Las copias de UPK3c en el genoma de los grandes primates están 
localizadas en su cromosoma 7. La historia evolutiva de este cromosoma 
en los grandes primates incluye dos inversiones cromosómicas que han 
sido estudiadas mediante la técnica de FISH utilizando BAC clones: 
primero una inversión pericéntrica tuvo lugar después de la separación de 
orangután del resto de grandes primates y luego una inversión paracéntrica 
en la rama que incluye chimpancé, bonobo y humano y que se produjo 
después de la separación de esta con la del gorila (Müller et al. 2004). El 
cromosoma 7 en humanos contiene un elevado número de duplicaciones 
segmentales derivadas (Jiang et al. 2007) que se definen como fragmentos 
de ≥1 Kb de longitud localizados más de una vez en el genoma con una 
identidad en su secuencia  ≥90% (She et al. 2004; Bailey et al. 2002). 
 El aumento en el número de copias de UPK3c estuvo relacionado 
con la generación de duplicaciones intracromosomales en el cromosoma 7 
que dieron lugar a duplicaciones segmentales (DS) como se deduce de la 
información disponible en base de datos de DSs en Universidad de 
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California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu). En humanos, existen tres 
DSs que contienen alguna de las copias de UPK3c: dos localizadas en el 
locus genético 7q22.1: 102.178.864-102.184.083 pares de bases (pb) y 
102.277.972-102.283.188 pb, y otra localizada en el locus genético 7p13: 
44.024.594-44.029.806 pb. A estas DSs las hemos llamado DS1, DS3 y 
DS2 respectivamente. En chimpancé no existe una de las duplicaciones en 
7q22.1. 
 Debido al aumento de las copias de UPK3c así como a sus 
traslocaciones durante la especiación de los grandes primates, se 
seleccionaron una serie de genes/pseudogenes que ayudasen a explicar lo 
que ocurrió. Todos los genes/pseudogenes utilizados son aquellos que 
aparecen anotados como más cercanos al punto donde ocurrieron las 
roturas para llevarse a cabo las inversiones cromosómicas. Estas regiones 
además fueron analizadas con el servidor GenScan por si algún 
gen/pseudogen no estuviese anotado. Los genes seleccionados se pueden 
agrupar en cinco grupos: (1) aquellos no afectados por ninguna de las dos 
inversiones: CCZ1 homolog B, vacuolar protein trafficking and biogenesis 
associated (CCZ1B) y Family with sequence similarity 185, member A 
(FAM185A); (2) los afectados únicamente por la inversión pericéntrica: 
Uroplakin 3b (UPK3b), Ubiquitin-conjugating enzyme E2D4 (UBE2D4), 
Drebrin-like (DBNL) y Core 1 synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine 
3-beta-galactosyl transferase 1 (C1GALT1); (3) los afectados únicamente 
por la inversión paracéntrica: Fibrinogen-like 2 (FGL2) y Asparagine 
synthetase (glutamine-hydrolyzing) (ASNS); (4) los afectados por ambas 
inversiones: Polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide J 
(POLR2J/J2/J3/J4), RAS p21 protein activator 4 (RASA4/4B/4DP/4CP), 
HSPC047, Uroplakin 3c (UPK3c) y Lemur tyrosine kinase 2 (LMTK2); y (5) 
los que aparecieron de nuevo Speedy/RINGO cell cycle regulator family 
member B2 (SPDYB2-L1/L2).  
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La región del cromosoma 7 afectada por ambas inversiones 
cromosómicas puede ser delimitada por los genes CCZ1B (7p22.1) y 
FAM185A (7q22.1) ya que conservan la misma orientación transcripcional y 
localización genómica desde orangután hasta humano (Figura 17). La 
inversión pericéntrica tuvo lugar entre los genes CCZ1B y LMTK2 (7p22.1) 
y los genes C1GALT1 y ASNS (7q11.23) debido a que aproximadamente la 
localización genómica de LMTK2 en orangután ha sido ocupada por 
C1GALT1 en gorila, chimpancé y humano. Sin embargo, LMTK2 también 
se vio afectado por la inversión paracéntrica ya que en chimpancé y 
humano está localizado en el locus genético 7q22.1 mientras que en gorila 
se mantiene en 7q11.23 (Figura 17). La inversión paracéntrica ocurrió entre 
UPK3b y UPK3c y FGL2 y FAM185A ya que las localizaciones 
cromosómicas de UPK3c y FGL2 están prácticamente invertidas en gorila 
respecto a chimpancé y humano (Figura 17).  
Las dos copias de UPK3c en 7q22.1 junto a RASA4 o 4B, 
POLR2J3 o J2, dos copias de SPDYB2-L1 y otras dos de HSPC047 forman 
las DS1 y DS3 de humanos (Jiang et al. 2007) (Figura 17). En chimpancé, 
una copia de cada uno de estos genes/pseudogenes forman la DS1 (Figura 
17). En gorila la región está mal anotada y no puede saberse con exactitud, 
por esta razón se ha reflejado únicamente la inversión (Figura 17). Una 
copia de cada uno de estos genes/pseudogenes constituye la DS2 de 7p13 
(UPK3c, SPDYB2-L2, POLR2J4, HSPC047 y RASA4CP) entre los 
genes/pseudogenes DBNL y UBE2D4 en gorila, chimpancé y humano 
(Figura 17).  
Todos los genes/pseudogenes incluidos en las DS se encuentran 
adyacentes en orangután excepto SPDYB2-L1 o SPDYB2-L2 que aparecen 
como componentes de las DS a partir de gorila (Figura 17).  
El aumento de las copias de UPK3c durante la especiación de los 
grandes primates está asociado a la generación de las DS1-DS3. El cambio 
en la localización cromosómica en 7q11.23 de gorila se debe a la inversión 
cromosómica pericéntrica que tuvo lugar en la separación de orangután del 
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resto de grandes primates mientras que la localización en 7q22.1 de 
chimpancé y humano es consecuencia de la inversión paracéntrica que 
tuvo lugar en la separación de estos de gorila. Sin embargo, la localización 
de la copia de UPK3c que está localizada en la DS2 en el locus genético 
7p13 de gorila, chimpancé y humano no puede ser explicada por ninguno 
de estos mecanismos.  




















Figura 17: La actual localización cromosómica de UPK3c en gorila, chimpancé y 
humano no puede ser explicada solamente a través de las dos inversiones 
cromosómicas que ocurrieron durante la evolución de los grandes primates. Esquema 
de los cambios en la localización cromosómica de UPK3c durante la evolución de los grandes 
primates en los que se observa que la inversión pericéntrica determinó la localización de 
UPK3c en 7q11.23 en gorila y que una posterior inversión paracéntrica localiza a UPK3c en 
7q22.1 de chimpancé y humano. Ambas inversiones no son capaces de explicar la 
localización cromosómica de UPK3c en 7p13. Los genes seleccionados para establecer los 
cambios en la localización cromosómica de UPK3c están representados mediante flechas de 
colores y en las que su dirección indica la orientación de la transcripción. Los genes que 
forman parte de las DS aparecen en la leyenda y el resto en la parte superior del esquema. 
Para poder simplificar el esquema, los genes de la misma familia o copias del mismo gen han 
sido representados del mismo color. Debido a la mala anotación que tiene el locus genético 
7q11.23 en gorila (?), se ha representado solamente la situación como quedaría tras la 
inversión paracéntrica sin nigún aumento de copias.  
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2.Caracterización de la DS2 translocada al locus genético 7p13  
 
 La DS2 se encuentra en los genomas de gorila, chimpancé y 
humano de tal manera que su traslocación al locus genético 7p13 tuvo que 
ocurrir durante la especiación de los grandes primates en el momento de la 
separación del orangután del resto de ellos. En este momento también 
ocurrió la inversión pericéntrica y la DS1 fue traslocada del locus genético 
7p22.1 al locus genético 7q22.11 y además también en algún momento 
debió de producirse la incorporación adyacente de SPDYB2-L1/L2 al resto 
de genes/pseudogenes de las DSs (Figura 17). 
 Las copias de genes/pseudogenes de la DS2 son las mismas que 
las de DS1 y DS3. Sin embargo, en este caso en ambos extremos de la DS 
se pueden encontrar dos fragmentos de una copia de RASA4. En el 
extremo más telomérico hay un fragmento de RASA4 que va desde el 
segundo exón (fragmento total perdido de 16.4 Kb) hasta el final del intrón 
10-11 pero habiendo perdido 2,3 Kb que corresponde al exón 6 y parte de 
las secuencias intrónicas adyacentes (Fragmento A) (Figura 18a). En el 
extremo más telomérico existe otro fragmento de RASA4 (anotado en las 
bases de datos como pseudogen RASA4CP que comienza en el exón 11, 
habiendo perdido sus primeras 4 pb (TCAC), y acaba en su último exón 
(Fragmento B) (Figura 18a). En total, la DS2 tiene una longitud aproximada 
de 80.6 Kb y un fragmento muy similar con los fragmentos de DNA 
perdidos de 16.4 y 2.3 Kb pueden ser localizados en las DSs de 7q22.1 
(Figura 17). Cuando los fragmentos A y B de la copia de RASA4 son unidos 
artificialmente, se observa que únicamente se han perdido 4 pb (TCAC) en 
la zona de unión en comparación con la secuencia completa del gen 
RASA4 (NM_006989) sugiriendo de esta manera que la copia de RASA4 
de DS2 podría haber sido partida durante el proceso de inserción. En el 
caso de que esto hubiese ocurrido así, la traslocación de la DS2 tendría 
que haber ocurrido a través de una estructura cerrada como podría ser un 
intermediario circular (IC). 
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3.Señales de mecanismos de reparación de DNA de doble cadena en 
las zonas de unión entre la DS2 y el locus genético 7p13 
 
 La falta de homología entre los extremos de la DS2 de 80.6 Kb 
insertada y la zona adyacente al punto de inserción en el locus genético 
7p13 de orangután (DS2-7p13) descarta que el mecanismo de inserción 
tuviese lugar a través de un proceso de recombinación homóloga. Sin 
embargo, en estas zonas de unión se pueden encontrar señales de 
reparación de rotura de DNA de doble cadena (DSB): un fragmento de 13 
pb en la zona de unión 5’ y una microhomología de 5 pb en la zona de 
unión 3’ típica del mecanismo de reparación de extremos no homólogos 
(NHEJ) (Lieber et al. 2008) (Figura 18a). Este mecanismo podría explicar la 
pérdida de 2 pb (TG) en el locus genético 7p13 en comparación con la 
secuencia de orangután y de 4 pb (TCAC) en la copia de RASA4 de la DS2 
en comparación con la secuencia completa del gen RASA4 (Figura 18a). 
Las zonas de unión con las marcas de NHEJ están conservadas tanto en 
humano como en gorila y chimpancé (Figura Suplementaria 4). 
 
 
4.Recombinación entre elementos Alu como posible mecanismo de 
formación del intermediario circular 
 
 La recombinación homóloga intracromosomal entre elementos Alu 
localizados en la misma orientación puede dar lugar a la liberación de un IC 
a través de un mecanismo conocido como deleción mediada a través de la 
recombinación homóloga de elementos Alu (ARMD) (Sen et al 2006). 
Producto de esta recombinación en el cierre del IC y en el sitio de donde ha 
salido este habría un elemento Alu quimérico. 
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 En el caso de que el IC de la DS2 se hubiese generado por una 
ARMD entre elementos Alu iguales pero de dos DS diferentes (ejemplo: 
DS1 y DS3 humanas), la identificación de los elementos Alu quiméricos 
sería complicada por la identidad que compartirían. Del total de 122 
elementos Alu que posee la DS2, únicamente dos de ellos han podido ser 
identificados como elementos Alu quiméricos debido a que se han 
producido entre elementos Alu diferentes, lo que ha conllevado a la pérdida 
de los fragmento en la DS2 de 16.4 (dos primeros exones) y 2.3 Kb (exón 
6) en la copia de RASA4.  
 Además de un elemento Alu quimérico, como señal de salida del 
círculo a través de alguna de estas ARMDs se deberían poder localizar los 
dos primeros exones de RASA4 aislados o una copia de RASA4 con dos 
exones 6 y en ninguno de los dos casos se han podido detectar. El 
elemento Alu quimérico resultante de la pérdida del fragmento de 16.4 Kb 
está bien anotado y se puede observar su conservación (Figura 
Suplementaria 5), por eso ha sido escogido para representar el posible 
mecanismo de cierre del intermediario circular conscientes de que es 
meramente especulativo (Figura 18b).  
 
 
5.Análisis de la zona de inserción y apertura del IC 
 
La región del locus genético 7p13 de orangután y la zona de 
apertura del IC en humano contienen un porcentaje de elementos 
genéticos transponibles contrapuesto: 93% de aproximadamente las 1000 
pb adyacentes a cada lado del punto de inserción en 7p13 y 30% en las 
1000 pb adyacentes a ambos lados de la zona de apertura del IC. 
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Figura 18: (a.) Marcas de mecanismos típicos de reparación de DSB en los extremos de 
7p13 donde se ha insertado la DS2. Representación del locus genético 7p13 de humanos, el 
posible IC y el alineamiento de los extremos DS2-7p13. El alineamiento corresponde al locus 
genético de 7p13 en orangután, humano y una copia de RASA4. Las secuencias en color rojo 
y verde corresponden a los fragmentos A y B de la copia de RASA4, en color azul clarito las 
13 pb insertadas, en rosa los 5 pb de microhomología y en gris los pb que han sido perdidos 
por la inserción. La identidad del alineamiento está indicada a través de barras verticales 
mientras que la falta de ella está con un guión. (b.) Formación del IC a través de un ARMD. 
Representación del locus genético 7q22.1 de humanos y la posible formación de un IC a 
través de una ARMD. Los genes están representados por cajas de colores y la cabeza de la 
flecha indica la orientación. Blanco: SPDYB2, POLR2J, HSPC047. Azul: UPK3c. Rojo: 
fragmento A de RASA4. Verde: fragmento B de RASA4. Negro: exones de RASA4 que 
quedan fuera del IC. Morado y amarillo: elementos AluS que llevan a cabo la ARMD que 
podría formar el IC. Los números encima o debajo de la representación de los loci genéticos 
corresponden a sus coordenadas. 
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La composición de elementos transponibles del locus genético de 
7p13 es una secuencia repetitiva (AT), un elemento Alu, un DNA 
transposon MER46C, un retrotransposon MSTD fragmentado en tres trozos 
por un elemento Alu y un retrotransposon MER51A. El retrotransposon 
MER51A es un solo-Long Terminal Repeat (LTR) de un retrovirus 
endógeno humano (HERV) el cual se originaría como resultado de la 
recombinación de sus LTRs (Hughes y Coffin 2004). Aunque degenerados, 
en el solo-LTR se puede distinguir una caja TATA, una señal de 
poliadenilación y una región similar al fragmento típico de LTR12 típico de 
la familia de HERV MER51 (Jurka et al. 1996). La inserción del IC recae en 
el fragmento U3 dentro de la conformación característica de LTR (5’-U3-R-
U5-3’) (Figura Suplementaria 6).  
Los extremos originados en el locus genético 7p13 tras la inserción 
del IC (DS2-7p13) poseen elementos Alu inversamente orientados y 
prácticamente equidistantes. En el extremo más centromérico donde se 
localiza la microhomología de 5 pb, existe un elemento Alu a cada extremo 
de ella a una distancia menor de 200 pb (133 y 189 pb). En el extremo más 
telomérico, a ambos lados del fragmento adicional de 13 pb tambien 
existen dos elementos Alu inversamente orientados y prácticamente 
equidistantes pero más alejados del punto de inserción (1774 y 2044 pb). 
En este último caso entre los dos elementos Alu existiría otro elemento Alu 
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CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE UPK3c. DIVERGENCIA 
RESPECTO A UPK3a 
 
1.Pauta de lectura de las tres copias de UPK3c 
 
En el alineamiento del CDS de las tres copias de UPK3c se 
observa que las dos copias del locus genético 7q22.1 tienen una identidad 
superior al 99%, (Figura 19a) y su divergencia se basa únicamente en una 
sustitución por una transversión (C-A) en el pb 531 que no afecta a la 
secuencia de la proteína (Figura 19b). 
En cambio, la copia de 7p13 presenta una identidad no superior al 
97.1% y un total de 11 sustituciones por transversiones (5 sustituciones 
entre purinas y 6 sustituciones entre pirimidinas), 7 sustituciones por 
transiciones de purinas y pirimidinas y una inserción (Figura 19a) entre los 
pb 26 y 27. Esta inserción da lugar al desplazamiento del marco de lectura 
produciéndose la aparición de un codón de terminación en el pb 237 y 




2.Imbricación de UPK3c con la subunidad J de la RNA Polimerasa II 
 
En humanos, la familia de genes de la subunidad J de la RNA 
polimerasa II (POLR2J) está compuesta por cuatro miembros: POLR2J, 
POLR2J2, POLR2J3 y POLR2J4 (Shpakovskii et al. 2004), siendo POLR2J 
el miembro más antiguo y el resto originados con las DS1-DS3.  
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Figura 19: Secuencias del CDS y proteína de las tres copias de UPK3c. (a.) Alineamiento 
de las secuencias del CDS de las tres copias de UPK3c. (b.) Alineamiento de las secuencias 
proteicas de las copias de UPK3c en 7q22.1. (a. y b.) Los alineamientos fueron realizados con 
el programa MAFFT. Las copias están nombradas acorde al locus genético dónde se sitúan y 
en el caso de las dos copias de 7q22.1, la copia con un 1 representa que está localizada más 
centromérica mientras que la secuencia con un 2 se sitúa más telomérica. Las letras azules y 
negras representan exones alternados, mientras que las letras rojas representan la fase de los 
intrones. Las letras resaltadas de verde representan las diferencias entre las 3 copias de 
UPK3c por transiciones, transversiones o inserciones. La última línea refleja identidad (*) y sin 
identidad ( ).  
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POLR2J2/J3/J4 están localizados aproximadamente a 24 Kb 
dirección 5´ del ATG de la copia correspondiente de UPK3c. Acorde a lo 
anotado en el UCSC Genome Browser las copias más cercanas a 
POLR2J2 y POLR2J3 (7q22.1) forman parte de su 3’ UTR mientras que en 
el caso de POLR2J4 (7p13) esto no ocurre (Figura 20).  
Toda la secuencia del cDNA de UPK3c excepto el 5’ UTR y su 
primer exón es la parte de su secuencia que constituye el 3’ UTR de 
POLR2J2 y POLR2J3. Durante la evolución de los grandes primates, el gen 
ancestral que dio lugar a POLR2J2/J3/J4 perdió un fragmento de su 
secuencia que abarca desde parte del último intrón hasta el 3’ UTR, 
perdiendo de esta manera el último exón. Su lugar ahora es ocupado por 
un fragmento de DNA que incluye a un gen SPDYB2-L1/L2 de la familia 
Speedy y un pseudogen de la familia PMS2. Parte de la secuencia del 
pseudogen de PMS2 actua como la parte del último intrón y como último 
exón de POLR2J2/J3/J4. Posiblemente debido a que este fragmento no 
posee ninguna parte de su secuencia que pueda actuar como 3’ UTR, ha 
ocurrido la imbricación de POLR2J2/J3 con las copias de UPK3c. 
 
 
3.Análisis transcripcional de UPK3c 
 
a.Análisis de ESTs 
 
Como la mayor parte del cDNA de UPK3c está incluido en el 3’ 
UTR de POLR2J2/J3 (Figura 20) se llevó a cabo la búsqueda de ESTs 
anotados en bases de datos y así poder tener una aproximación sobre la 
expresión de UPK3c en diferentes tejidos. La búsqueda se limitó para 
aquellos que tuviesen el primer exón en su secuencia (Figura 20)  y poder 
asegurar de esta manera que corresponden a UPK3c. 
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Figura 20: Imbricación de las copias de UPK3c con POLR2J2/J3 de la familia de 
POLR2J. (Parte superior) Esquema del cDNA de POLR2J2/J3 y UPK3c Los rectángulos 
blancos representan el 5’ UTR; los rectángulos rojos el CDS de POLR2J2/J3; los rectángulos 
azules y negros los exones de UPK3c; las cajas verdes el 3’ UTR de POLR2J2/J3 y de 
UPK3c. (Parte inferior) Alineamiento del CDS y 3’ UTR de UPK3c con el 3’ UTR de POLR2J2 
mostrando su identidad. Las letras azules y negras representan exones alternados de UPK3c, 
las letras rojas demarcan la fase del intrón y el codón de terminación (TGA), las letras verdes 
muestran el 3’UTR de UPK3c y de POLR2J2. El alineamiento fue realizado con el servidor 
MAFFT con los parámetros de serie y muestra la total identidad (*) o la falta de identidad ( ). 
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Se encontraron un total de 51 ESTs de los cuales 26 corresponden 
a tejido sano y 25 a tejido patológico (Tabla 4). Los ESTs de tejido sano se 
distribuyen en un amplio rango de tejidos y órganos siendo con un 21% el 
ojo, el órgano con mayor número de ESTs. El ojo con un 40% es también el 
órgano con mayor porcentaje de ESTs en tejido patológico seguido de 
vejiga con un 16% y de útero con un 12% y ovario y páncreas un 8%.  
 
REFERENCIA ÓRGANO/TEJIDO C-A REFERENCIA ÓRGANO/TEJIDO PATOLOGÍA C-A
DC424984.1 CARTÍLAGO ? AA603194.1 ESTÓMAGO TUMOR ?
DA093536.1 CEREBELO ? AL520850.3 GLANDULA ADRENAL NEUROBLASTOMA ?
BI488409.1 CEREBRO ? BE241615.1 NÓDULO LINFÁTICO  LEUCOFERESIS ?
AA077375.1 CEREBRO ? BE783282.1 OJO RETINOBLASTOMA ?
DN993120.1 CEREBRO ? DR422125.1 OJO PTERIGIÓN C
BF816477.1 COLON ? DR423533.1 OJO PTERIGIÓN C
BF758159.1 COLON ? DR422867.1 OJO PTERIGIÓN C
R07794.1 HÍGADO Y BAZO ? DR421655.1 OJO PTERIGIÓN C
BI907605.1 LEUCOCITO ? CV574749.1 OJO QUERATOCONO C
CR994138.1 LINFOCITO T C CV571894.1 OJO QUERATOCONO C
CR980593.1 LINFOCITO T C CV571740.1 OJO QUERATOCONO C
BM847378.1 NÓDULO LINFÁTICO ? CV570877.1 OJO QUERATOCONO C
BM843730.1 NÓDULO LINFÁTICO ? CV570067.1 OJO QUERATOCONO C
BM724442.1 OJO ? BF038709.1 OVARIO TUMOR A
BG741801.1 PIEL ? BF032261.1 OVARIO TUMOR ?
BX404896.2 PLACENTA ? BE735985.1 PÁNCREAS TUMOR C
DA855203.1 PLACENTA C BE736087.1 PÁNCREAS TUMOR A
AL544559.3 PLACENTA A BF923489.1 SISTEMA NERVIOSO TUMOR ?
AL544513.3 PLACENTA ? BF914307.1 ÚTERO TUMOR ?
R28399.1 PLACENTA ? BF912925.1 ÚTERO TUMOR ?
DA878206.1 PRÓSTATA ? BF912921.1 ÚTERO TUMOR ?
BX457259.2 TIMO ? BQ301028.1 VEJIGA TUMOR ?
HY084937.1 TIMO ? BQ300930.1 VEJIGA TUMOR ?
HY092696.1 TIMO ? BF738937.1 VEJIGA TUMOR ?
HY063262.1 TIMO ? BF737438.1 VEJIGA TUMOR ?
DB249571.1 ÚTERO ?
 
Tabla 4: El ojo es el órgano con más ESTs de UPK3c. Total de ESTs encontrados para las 
tres copias de UPK3c en tejidos sanos y patológicos en bases de datos de ESTs. Referencia 
se refiere al código del EST en la base de datos. C/A se refiere a la copia de UPK3c 531C o 
UPK3c 531A. El símbolo de interrogación se colocó en el caso de que no se pudiese 
diferenciar a cuál de las dos copias pertenecía el EST. 
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Las copias de UPK3c del locus genético 7q22.1 se encontraron 
entre los ESTs mientras que la copia del locus genético 7p13 no. Al estar la 
búsqueda limitada al primer exón y debido a que las dos secuencias en su 
CDS difieren solo en la transversión 531 C-A en el exón 4, en el 69% de los 
ESTs no se pudo diferenciar entre una y otra copia de UPK3c bien porque 
su longitud no era suficiente o porque no estaban bien anotados en esa 
región de la secuencia. De los restantes ESTs, el 25% correspondieron a 
UPK3c 531C y el 6% restante a UPK3c 531A. Aproximadamente el 69% de 
los ESTs de UPK3c 531C corresponden a ojo siendo cuatro ESTs de 
pterigion, el cual es un crecimiento anormal de la conjuntiva que tiende a 
dirigirse hacia la cornea (Jaworski et al. 2009), y cinco ESTs de 
queratocono, el cual es un adelgazamiento de la cornea que hace que 
protruya hacia delante (Chaerkady et al. 2013). De los cinco ESTs de 
placenta, mientras que en tres no se puede distinguir entre las dos copias 
de UPK3c del locus genético 7q22.1, de los dos restantes existe uno de 
cada UPK3c. En cáncer de páncreas, de los dos ESTs uno corresponde a 
cada copia de UPK3c. Esta observación indica la existencia a nivel 
transcripcional de las dos UPK3c de 7q22.1 y su coexistencia en tejidos 
sanos y patológicos.  
 
 
b.Estudio del porcentaje relativo de expresión de las tres copias de 
UPK3c 
 
Aunque la existencia de las copias de UPK3c del locus genético 
7q22.1 se comprobase mediante el análisis de ESTs, en la mayoría de ellos 
no se podía diferenciar entre una y otra copia de UPK3c. Por lo tanto, para 
poder obtener una idea más precisa sobre la transcripción de estas dos 
copias de UPK3c y comprobar si la copia de UPK3c en el locus genético 
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7p13 se transcribe, se secuenciaron el producto de PCR de 23 tejidos con 
un primer común para las tres copias de UPK3c. 
En ninguno de los 23 tejidos analizados se detectó la UPK3c del 
locus genético de 7p13 de tal manera que probablemente no se transcriba. 
Por otro lado, se detectaron transcritos de las dos copias de UPK3c del 
locus genético 7q22.1 (531C y 531A) en todos los tejidos excepto en 






































































































Figura 21: UPK3c 531C posee un porcentaje de expresión relativa mayor que UPK3c 
531A Porcentaje relativo de expresión en tejidos humanos de las dos copias de UPK3c en el 
locus genético 7q22.1 humano: UPK3c 531C (azul oscuro) y UPK3c 531A (azul claro). El 
porcentaje relativo se calculó respecto a la suma total de los picos para ambas copias en cada 
cromatograma. 
 
En vejiga adulta, hígado, colon, laringe, pulmón, nódulo linfático, 
cerebro, cornea y retina el porcentaje relativo de la copia UPK3c 531C fue 
superior al 75% (Figura 21). En vejiga fetal, próstata, tráquea, estómago, 
riñón, músculo esquelético, bazo, placenta y piel el porcentaje relativo de la 
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copia UPK3c 531C fue superior o igual al 60% e inferior al 75% (Figura 21). 
Útero, ovario y testículo fueron los únicos tejidos que tuvieron un porcentaje 
relativo de la copia UPK3c 531C similar o inferior a la copia UPK3c 531A 
(Figura 21). Resaltar la diferencia en el porcentaje relativo de la copia 
UPK3c 531C entre vejiga fetal y adulta dado que en la vejiga fetal es 
cercano al 75% mientras que en la adulta es del 90% (Figura 21). 
Debido a la disponibilidad de tejidos sano, en el caso de cornea, tres 
muestras pudieron ser analizadas teniendo un porcentaje relativo con un 
error estándar de 72 ± 3 para la copia UPK3c 531C y de 27 ± 3 para la copia 
UPK3c 531A. Aunque el tamaño muestral es bajo, aparentemente en tejido 
sano parece que el porcentaje relativo de cada copia de UPK3c del locus 
genético 7q22.1 es constante. 
 
 
c.Estudio de la expresión de las uroplaquinas mayoritarias de las 
placas (UPK1a, UPK1b, UPK2a y UPK3a) en tejidos humanos. 
 
De los 22 tejidos humanos analizados, solamente en vejiga fetal, 
vejiga adulta y riñón se expresaron las cuatro uroplaquinas mayoritarias a 
la vez. El heterodímero UPK1a-UPK2a en vejiga fetal es en el que se 
observó una expresión más elevada entre estos órganos (Figura 22).  
En próstata y útero se observó la expresión de 3 uroplaquinas 
mayoritarias: UPK1a/2a/3a y UPK1a/2a/1b respectivamente. La expresión 
observada en UPK3a de próstata fue claramente superior a la del resto de 
uroplaquinas en este órgano y no se expresó su pareja de heterodímero 
UPK1b. Útero es el único de los órganos analizados que no presenta 
urotelio en los que se ha observado expresión de varias uroplaquinas 
(Figura 22).  
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En tráquea se observó la expresión de UPK1a y UPK1b y en 
ovario, estómago, corazón, cornea nódulo linfático y placenta solamente de 
UPK1b. De todos los tejidos y uroplaquinas analizadas, la expresión más 
elevada se observó para la UPK1b en cornea. UPK1b es la única de las 
uroplaquinas mayoritarias que se expresó en varios órganos que carecen 
de urotelio (Figura 22). 
En testículo, hígado, páncreas, bazo, colon, pulmón, músculo 
esquelético, cerebro, retina y piel no se observó expresión de ninguna de 














































































































Figura 22: Las uroplaquinas mayoritarias de las placas se expresan principalmente en el 
urotelio. Expresión relativa de mRNA en distintos tejidos humanos de las uroplaquinas 
mayoritarias de las placas. Las uroplaquinas mayoritarias de las placas se expresan 
primordialmente en órganos con urotelio y UPK1b es la única de ellas que se expresa de 
forma no aislada fuera de este. UPK1a (rojo), UPK2 (blanco), UPK1b (verde) y UPK3a 
(amarillo). 
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d.Estudio de la expresión de UPK3c y POLR2J2/J3 en tejidos humanos 
 
Debido a la existencia de una imbricación entre las copias de 
UPK3c que se transcriben y POLR2J2 y POLR2J3, se examinó la 
expresión de ambos genes en una serie de tejidos humanos con el fin de 
comparar sus niveles de expresión (Figura 23). Para ello se diseñaron 
sondas específicas, la primera dirigida exclusivamente al primer exón de 
las copias de UPK3c quedando excluidos de esta manera POLR2J2/J3 y la 
segunda dirigida al último exón de POLR2J2/J3 evitando así la detección 










































































































Figura 23: La imbrincacion de UPK3c y POLR2J2/J3 no se refleja en su patrón de 
expresion. UPK3c y POLR2J2/J3 tienen pautas de expresión transcripcional independientes. 
Expresión relativa del mRNA de POLR2J2/J3 y UPK3c en diferentes tejidos y órganos 
humanos. UPK3c (azul oscuro) y POLR2J2/J3 (amarillo). 
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En todos los tejidos excepto tráquea y cornea la expresión de 
POLR2J2/J3 es superior que la de UPK3c. POLR2J2/J3 muestran una 
expresión ubicua clara en los tejidos analizados mientras que UPK3c en 
corazón y músculo esquelético es prácticamente indetectable y en cornea 
es 21 veces superior que la expresión relativa media de las copias de 
UPK3c en el resto de tejidos. Esto sugiere que la imbricación no afecta a la 
transcripción de ambos genes (Figura 23).  
 
 
e.Estudio de la expresión de UPK3c y UPK3b en tejidos humanos 
 
UPK3c se originó como consecuencia de una duplicación de 
UPK3b en el ancestro común de reptiles/aves y mamíferos. El origen de 
UPK3b se sitúa en el ancestro común de peces óseos/cartilaginosos (De 
Salle et al. 2014). Debido a esta relación evolutiva entre UPK3c y UPK3b 
se compararon sus expresiones relativas en una serie de tejidos humanos 
(Figura 24). 
Excepto UPK1b el resto de uroplaquinas mayoritarias de las placas 
en humanos se expresan principalmente en el urotelio (Figura 22). Sin 
embargo, la expresión de UPK3b y UPK3c no está tan restringida e incluso 
la de UPK3c es más generalizada que la de UPK3b (Figura 24). Todos los 
tejidos mostraron expresión para UPK3c excepto corazón y músculo 
esquelético cuyos niveles prácticamente son indetectables. La expresión 
relativa de cornea fue 21 veces superior a la de la media de la expresión 
relativa observada en el resto de tejidos. UPK3b no se expresó en 
páncreas, tráquea, estómago, placenta, cerebro y cornea. Pulmón, útero y 
testículo mostraron la mayor expresión relativa entre los tejidos analizados 
siendo en el primero de estos más de 3 veces superior al de los otros dos. 
Al contrario que en el resto de las uroplaquinas donde la expresión relativa 
entre vejiga adulta y fetal es claramente superior en esta última, en el caso 
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de UPK3c la expresión entre ambos órganos es prácticamente equiparable 












































































































 Figura 24: UPK3c y UPK3b se expresan en un amplio número de tejidos. Análisis de la 
expresión relativa de mRNA de UPK3c y UPK3b en diferentes tejidos humanos muestra que 
además de expresarse en varios tejidos, su expresión no es mayoritaria en el urotelio. UPK3c 
(azul oscuro) y de UPK3b (magenta). 
 
 
4.Análisis de la secuencia proteica de UPK3c 
 
a.Características asociadas a la secuencia de proteína de UPK3c 
 
La traducción de los mRNAs de las copias de UPK3c 531C y 
UPK3c 531A dan lugar a la misma secuencia de una proteína de 263 aa de 
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longitud codificados por seis exones en fases 1:1:2:1:2 (Figura 25). Su perfil 
hidropático muestra tres regiones de carácter hidrofóbico localizadas en los 
33 primeros aa, entre los aa 83 y 89 y desde el aa 203 hasta el 225 (Figura 
25b). El servidor para péptidos señales SignalP v4.1 detecta un sitio de 
corte de péptido señal entre los aa 33 y 34 coincidiendo con la primera 
región hidrofóbica y el servidor para hélices transmembrana TMHMM v2.0 
detecta un posible DTM entre los aa 203 y 225 coincidiendo con el tercer 
fragmento hidrofóbico. De esta manera la secuencia de aa de la proteína 
de UPK3c tiene un extremo extracelular amino terminal de 202 aa y un 
extremo citosólico carboxilo terminal de 38.  
Acorde al servidor de ExPASy que calcula el peso molecular de 
proteínas a partir de la secuencia de aa, UPK3c tendría un peso molecular 
total de 28.5 KDa y dado que el péptido señal en UPK3c tendría un peso 
molecular de 3,5 KDa, la proteína madura de UPK3c sin posibles 
modificaciones post-traduccionales tendría en principio un peso molecular 
de 25 KDa.  
 
 
b.Análisis de la divergencia de UPK3c respecto a UPK3a/3b  
 
La secuencia de la proteína humana de UPK3c tiene una longitud 
de 263 aa siendo de este modo la UPK3 de secuencia más corta debido a 
que las secuencias de proteína de UPK3a y UPK3b tienen una longitud de 
287 y 276 aa respectivamente. UPK3a y UPK3b comparten una identidad 
del 28% y la identidad que comparte UPK3c con estas dos es del 20% y 
34% respectivamente. UPK3c, al igual que UPK3a y UPK3b, está 
codificada por seis exones en fases 1:1:2:1:2 con DTM tipo I en el exón 
seis y un péptido señal en el primer exón. Su extremo carboxilo con una 
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longitud de 41 aa es más corto que el del resto de las UPK3s que es de 58 













Figura 25: Características asociadas a la secuencia proteica de UPK3c. (a) Secuencia 
proteica de UPK3c. Las letras negras y azules representan diferentes exones. Las letras rojas 
hacen referencia a las fases 1 o 2 de los intrones; (b) Perfil hidropático de las copias de 
UPK3c en 7q22.1. Péptido señal (PS); Dominio Transmembrana (DTM). Los números 
representan las coordenadas en la secuencia de la proteína de UPK3c. 
 
UPK3a y UPK3b poseen un fragmento de 12 aa muy conservado 
amino terminalmente yuxtapuesto al DTM. UPK3c humana lo ha perdido 
por completo, al igual que otros mamíferos como la vaca o marsupiales 
como la zarigüeya. Sin embargo, en el caso del gallo, se pueden apreciar 
todavía varios aa conservados debido a que el origen de UPK3c se sitúa en 
el ancestro común de aves y reptiles (De Salle et al. 2014) (Figura 8 y 
Figura 26).  
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Figura 26: Divergencia entre UPK3c UPK3b y UPK3a. Alineamiento de los exones 2-6 en 
UPK3a, UPK3b y UPK3c en mamíferos (humano y vaca), marsupiales (zarigüella) y aves 
(gallo) realizado en el servidor MAFFT con los parámetros de serie. Letras azules y negras 
representan exones alternados. Letras de color rojo representan la unión de los exones por 
fases 1 o 2. C resaltadas en color amarillo son residuos de cisteína. Resaltar la perdida de las 
cisteínas C1-C2 en UPK3c de mamíferos y de la similitud en la región de máxima conservación 
entre UPK3a y UPK3b. Letras resaltadas en verde corresponden al fragmento de 12 aa muy 
conservado yuxtapuesto al DTM. Letras resaltadas de rosa corresponden al DTM.  
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Esta misma situación se puede observar en el caso de las C1 y C2 
en UPK3a/UPK3b las cuales están muy conservadas y en el caso de 
UPK3c aún existen en aves y reptiles pero sin embargo en marsupiales y 
mamíferos han desaparecido (Figura 26).  
 
 
5.Glicosilación en UPK3c 
 
a.Glicosilación de UPK3c transfectada 
 
Tras su clonación en el vector de expresión pCS2+, UPK3c fue 
transfectada de forma transitoria en la línea celular de CU T24 dado que no 
la expresa de forma endógena. A través de la detección de UPK3c 
transfectada por WB se observan dos bandas de peso molecular 
aproximado de 43 y 28 KDa que podrían corresponder a la UPK3c 
modificada post-traduccionalmente a través de glicosilaciones y a la 
secuencia completa de UPK3c sin modificaciones post-traduccionales 
según al peso molecular establecido por el servidor ExPASy (Figura 27).  
Dado que el resto de UPK2/3s humanas, excepto UPK2a, están N-
glicosiladas (Deng et al. 2002; Wu et al. 1994), para comprobar el estado 
glicosilativo de UPK3c se utilizaron dos tipos de glicosidasas 
(Endoglicosidasa H o Endo H y Péptido N-glicosidasa F o PNGase F) 
capaces de romper este tipo de enlace glicosídico. El enlace N-glicosídico 
se caracteriza por unir un glicano a un átomo de nitrógeno, normalmente 
de una asparragina (Asn) acorde a una secuencia consenso. Aunque hay 
diversos N-glicanos atendiendo al número y al tipo de residuos que 
contengan, todos comparten una estructura común, tres manosas seguidas 
de dos N-acetil glucosaminas (GlcNAc), unida al nitrógeno de la Asn. Endo 
H es capaz de cortar el enlace entre las dos GlcNAc siempre que el glicano 
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esté compuesto solamente de manosas y deja libre por un lado el glicano y 
por otro el esqueleto proteico con un GlcNAc unida. PNGase F corta el 
enlace entre el nitrógeno de la Asn y el GlcNAc incluso cuando los glicanos 
son complejos dejando libre el esqueleto proteico por un lado y el glicano 























Cuando UPK3c transfectada es tratada con ambas glicosidasas 
desaparece la banda de aproximadamente 43 KDa, se incrementa la 
intensidad de la señal de la banda de aproximadamente 28 KDa y aparece 
una nueva banda de aproximadamente 25 KDa que podría corresponder a 
la proteína sin péptido señal (Figura 27). Las dos glicosidasas son capaces 
de deglicosilar la proteína transfectada indicando que su composición en 
glicanos es exclusivamente de manosas. Las bandas que se observan tras 
el tratamiento con Endo H tienen un peso molecular ligeramente más 
elevado que las tratadas con PNGase F (Figura 27). Esto puede ser debido 
a las GlcNAc que quedan unidas al esqueleto de la proteína de UPK3c que 
al cortar con EndoH dan un mayor peso molecular y por tanto una menor 
movilidad electroforética. El peso molecular de una GlcNAc es de 0.221 
Figura 27: La deglicosilación de UPK3c 
transfectada muestra diferentes grados de 
maduración. Immunoblot de un lisado celular 
de la línea de CU T24 transfectada con UPK3c 
tratado con con dos tipos de N-glicosidasas. La 
immunodetección de UPK3c muestra diferentes 
grados de maduración, sensiblidad ante ambas 
N-glicosidasas y la posibilidad de que esté N-
glicosilada en varios residuos. (Panel superior) 
UPK3c; (Panel inferior) β-actina.  
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KDa, aunque difícil de aproximar la diferencia de movilidad electroforética 
entre la UPK3c tratada con EndoH o PNGaseF, es probable que UPK3c 
transfectada esté N-glicosilada en varios residuos de Asn.  
El servidor bioinformático NetNGlyc v1.0 establece potenciales 
sitios de N-glicosilación y en el caso de la secuencia de UPK3c, establece 
cuatro potenciales sitios con elevada probabilidad de estar glicosilados 
localizados en la parte extracelular de la proteína en las posiciones 51, 76, 
91 y 110 y otro posible sitio de glicosilación con menor probabilidad 
localizado también en la parte extracelular en el aminoácido 140. De esta 
manera, dada la diferencia de peso molecular de UPK3c tras los 
tratamientos de glicosidasas, varios de estos potenciales sitios de 
glicosilación podrían realmente estar glicosilados. El peso molecular del 
péptido señal como el de las últimas glicosilaciones que dan lugar a la 
proteína madura en la UPK3c transfectada coinciden y son de 3.5 KDa.  
 
 
b.Grado y tipo de glicosilación de UPK3c endógena 
 
La UPK3c endógena en cornea, pterigion y en tumor de vejiga 
también están glicosiladas. UPK3c tiene un peso molecular aproximado de 
45 KDa en cornea (superior al peso molecular de 43 KDa de UPK3c 
transfectada) y tanto en pterigion como en tumor de vejiga además de esta 
banda de 45 KDa, presenta bandas adicionales de aproximadamente entre 
40 y 45 KDa (Figura 28).  
Al contrario que la UPK3c transfectada, la proteína endógena de 
cornea fue completamente resistente a EndoH. Las UPK3c endógenas de 
pterigion y de tumor de vejiga fueron parcialmente sensibles a EndoH 
(Figura 28) conservando bandas resistentes a Endo H de 
aproximadamente 43 y 45 KDa y observándose bandas que coinciden con 
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UPK3c sin modificaciones post-traduccionales con y sin péptido señal. En 
cambio cuando las muestras son tratadas con PNGaseF, todas las 
muestras son sensibles a ella, observándose dos bandas que coinciden 
con UPK3c con y sin péptido señal. En el caso de las muestras que fueron 
parcialmente sensibles a EndoH, al hacerlo totalmente con PNGaseF, 
solamente la intensidad de señal se ve aumentada en la UPK3c sin péptido 
señal, indicando que al contrario de la UPK3c transfectada, en este caso la 


































Figura 28 Diferentes grados de glicosilación de UPK3c en cornea, pterigion y un tumor 
de vejiga. Extractos proteicos de lisados celulares de cornea, pterigion y tumor de vejiga 
humanos se trataron con los dos tipos diferentes de N-glicosidasas. La immunodetección de 
UPK3c en cornea sana, pterigion y tumor de vejiga muestran diferentes grados de 
glicosilación y sensibilidad a N-glicosidasas. Una vez deglicosiladas se observan distintos 
grados de maduración de UPK3c. (Panel superior) UPK3c, (Panel medio)  β-actina y (Panel 
inferior) membrana de nitrocelulosa teñida con Ponceau S solution como control de carga. 
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A diferencia de la muestra de tejido sano de cornea en la que solo 
aparece una banda glicosilada, los tejidos de pterigion y de tumor de 
vejiga, incluyendo cuatro tumores de vejiga adicionales (Figura 29), 
presentan bandas de diferente tamaño entre ellos indicando una posible 






6.Immunolocalización de UPK3c en el urotelio de ratón 
 
Para determinar la localización de UPK3c en el urotelio, se estudió 
su immunolocalización en secciones de vejiga sana de ratón. Su expresión 
se comparó con la de las uroplaquinas que forman heterodímeros. Los 
heterodímeros de UPK1a/UPK2a y UPK1b/UPK3a se expresan en la parte 
más apical de las células “umbrella” y en su parte citosólica colocalizando  
Sin embargo, no se localizó su expresión en las capas intermedia y basal 
(Figura 30a y 30b).  
Figura 29: Diferentes grados de glicosilación 
de UPK3c en tumores de vejiga. Extracto 
proteico de lisado celular de cuatro tumores de 
vejiga, tratados con solución tampón 
desnaturalizante de glicoproteínas. La 
immunodetección de UPK3c muestra que en 
todos los tumores de vejiga, UPK3c está 
solamente glicosilada y el grado de glicosilación 
es diferente indistintamente del estadio o del 
grado del tumor de vejiga. (Panel superior) 
UPK3c y (Panel inferior) membrana de 
nitrocelulosa teñida con Ponceau S solution 
como control de carga. 
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Figura 30: La immunolocalización de UPK3c en urotelio de ratón es diferente a la del 
resto de UPK3s. Immunolocalización de la familia de uroplaquinas en el urotelio de ratón 
sano. Secciones de parafina de urotelio de vejiga de ratón sano se incubaron con anticuerpos 
para las diferentes uroplaquinas y se detectaron por microscopía confocal. Emisión de 
fluoróforo para UPK1a y UPK1b 617nm (rojo), para UPK2a, UPK3a, UPK3b y UPK3c emisión 
de 520nm (verde) y para la detección nuclear emisión 430nm (azul). (a) Colocalización del 
heterodímero UPK1a/UPK2; (b) Colocalización del heterodímero UPK1b/UPK3a; (c) 
Colocalización del heterodímero UPK1b/UPK3b; (d) Localización de UPK1b y UPK3c. 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKIN PROTEIN 
Javier Ugarte Chicote 
 94 
 
En el caso del heterodímero que forma UPK1b con el componente 
minoritario de las partículas de 16 nm, UPK3b, se observa que su 
colocalización no es tal como la de UPK1b/UPK3a. Se observa que se 
localiza en la parte más apical de las células “umbrella” pero menos que en 
la capa intermedia que es donde parece mayoritaria su localización (Figura 
30c).  
UPK3c muestra una pauta de expresión diferente a la del resto de 
uroplaquinas. Por un lado, aparentemente no colocaliza con UPK1b e 
incluso aunque se exprese en las células “umbrella”, UPK3c podría no 
formar parte de la parte apical de estas y por tanto de las placas. La 
expresión de UPK3c en la parte citosólica de las células “umbrella” tiene un 
aspecto vesicular y difuminado si se compara con la expresión en las capas 
intermedias y basales donde su expresión es de mayor intensidad (Figura 
30d). Por lo tanto, al contrario que el resto de uroplaquinas, las cuales son 
consideradas productos de diferenciación, UPK3c se expresa en las capas 
menos diferenciadas o sin diferenciar mientras que a medida que las células 
se diferencian, su expresión se hace más débil (Figura 30d y Figura 31).  
 
 
7.UPK3c y cáncer de vejiga 
 
a.Immunolocalización de UPK3c en modelos transgénicos de ratón 
como sistemas modelos de tumorogénesis de vejiga 
 
La existencia de modelos transgénicos de ratón simulando las dos 
variantes fenotípicas de CU (superficial e invasivo) ha permitido el estudio 
de la immunolocalización de UPK3c y del resto de uroplaquinas como una 
aproximación de lo que podría luego ocurrir en CU humanos. 
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Figura 31: UPK3c se expresa mayoritariamente en las capas del urotelio menos 
diferenciadas. Immunolocalización de UPK3a en la capa más apical del urotelio sano de 
ratón mientras que UPK3c es localizada principalmente en las capas inferiores y por tanto 
menos diferenciadas. Sección de parafina de urotelio de vejiga de ratón sano se incubó con 
anticuerpos para UPK3c y UPK3a y se detectaron por microscopía confocal. Emisión de 
fluoróforo para UPK3a fue 617nm (rojo), para UPK3c de 520nm (verde) y para la detección 
nuclear de 430nm (azul). 
	  
 
El modelo transgénico de ratón que simula la variante papilar no 
invasiva se produce a través de la expresión específica del oncogén HRAS 
constitutivamente activado que produce hiperplasia del urotelio y tumores 
papilares superficiales de bajo grado (Zhang et al. 2001).  
La variante invasiva se ha obtenido mediante la expresión del 
oncogén SV40T el cual inactiva tanto p53 como retinoblastoma dando lugar 
a un carcinoma in situ (CIS) el cual tiene una elevada probabilidad de 
derivar en un carcinoma invasivo y por tanto de alto grado (Zhang et al. 
1999).  
En el caso del modelo transgénico de ratón que simula un CU de 
bajo grado, se observa una hiperplasia con una parte apical continua 
donde las uroplaquinas mayoritarias de las placas colocalizan. Estas se 
expresan también en el citoplasma y en las membranas basolaterales y lo 
hacen de una forma gradual de tal manera que las capas más bajas no 
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expresan las uroplaquinas mayoritarias (UPK1a, UPK2a, UPK1b, UPK3a) y 
minoritaria (UPK3b) de las placas mientras que a medida que las capas 
celulares son más apicales la expresión de estas es más intensa (Figura 
32).  
UPK2 / UPK1b UPK1a / UPK1b UPK2 / UPK1a a.
 
UPK3a / UPK3c UPK3b / UPK3cUPK3a / UPK3bb.
 
Figura 32: Immunolocalización de las uroplaquinas en urotelio hiperplásico del modelo 
transgénico de ratón HRAS constitutivamente activado que simula CU de bajo grado. 
Secciones de parafina de vejiga de ratones transgénicos con la via de HRAS 
constitutivamente activada fueron incubados con anticuerpos para todas las uroplaquinas y 
detectadas por microscopía confocal. La emisión de fluoróforos fue de 430 nm (azul) para la 
localización nuclear, 520 nm para UPK1b y UPK3c, 617 nm para UPK1a y UPK3b y de 668 
nm para UPK2 y UPK3a. (a) UPK1a, UPK1b y UPK2 (b) UPK3a, UPK3b y UPK3c 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKIN PROTEIN 
Javier Ugarte Chicote 
 97 
 
Al comparar la expresión de las tres UPK3s se puede observar que 
UPK3a se expresa solamente en las capas hiperplásicas localizadas en la 
parte más intermedia y apical. La expresión de UPK3b es aislada, 
expresándose sobre todo en la parte más baja de la zona hiperplásica 
intermedia colocalizando con UPK3a, aunque es posible localizarla en la 
parte más apical donde UPK3a no se encuentra. UPK3c se expresa 
principalmente en la parte más basal de la hiperplasia mientras que de 
forma gradual en las capas superiores disminuye la intensidad de su 
expresión hasta prácticamente desaparecer (Figura 32b).  
Aparentemente las expresiones de UPK3a y UPK3c, al igual que 
como se puede observar en el urotelio sano, son excluyentes. Utilizando un 
aumento menor y abarcando de esta manera un mayor campo se observa 
que las partes basales y apicales en la sección están intercaladas 
permitiendo observar de una manera más clara la aparente expresión 
excluyente de UPK3a y UPK3c (Figura 33). 
El modelo transgénico de ratón que simula un CU de alto grado a 
través de la expresión del oncogén SV40T, también expresa todas las 
uroplaquinas aunque su pauta de expresión es diferente a la del modelo de 
ratón transgénico con la ruta HRAS constitutivamente activada (Figura 34). 
 En este caso, no existe hiperplasia y los componentes 
mayoritarios de las uroplaquinas son expresados exclusivamente en la 
parte apical del urotelio de manera discontinua, habiendo zonas donde la 
expresión es menor o ausente, lo cual podría poner de manifiesto que la 
formación de las placas está comprometida. UPK1a como UPK1b y UPK2 
poseen una pauta de expresión similar exceptuando que UPK1b podría 
también encontrarse en las membranas basolaterales de las células 
(Figura 34a).  
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UPK2 / UPK1b UPK1a / UPK1bUPK2 / UPK1aa.
 
UPK3a / UPK3c UPK3b / UPK3cUPK3a / UPK3bb.
 
 
Figura 34: Immunolocalización de la familia de uroplaquinas en el modelo transgénico 
de ratón SV40T que simula CU de alto grado. Secciones de parafina de vejiga de ratones 
transgénicos con el oncogén SV40T se incubaron con anticuerpos para todas las uroplaquinas 
y detectadas por microscopía confocal. La emisión de fluoróforos fue de 430 nm (azul) para la 
localización nuclear, 520 nm para UPK1b y UPK3c, 617 nm para UPK1a y UPK3b y de 668 
nm para UPK2 y UPK3a. (a) UPK1a, UPK1b y UPK2; (b) UPK3a, UPK3b y UPK3c. 
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UPK3a podría ser la uroplaquina de los componentes mayoritarios 
de las placas cuya expresión está más disminuida. Al igual que el resto de 
uroplaquinas mayoritarias de las placas, se expresa en la parte apical pero 
de manera muy aislada. Al contrario que UPK3a, UPK3b presenta una 
expresión más generalizada en todas las capas del urotelio y allá donde se 
encuentra UPK3a, UPK3b colocaliza con ella al igual que en el modelo 
transgénico de ratón que simula un CU de bajo grado. Sin embargo, entre 
ambos modelos transgénicos de ratón, estas dos uroplaquinas 
intercambian su pauta de distribución. En ambos modelos colocalizan pero 
en el modelo de bajo grado UPK3a presenta una pauta de expresión más 
amplia que UPK3b, la cual está bastante restringida  y en el modelo de alto 
grado, la situación es a la inversa, UPK3b presenta una expresión más 
generalizada que UPK3a. 
UPK3c también se encuentra en todas las capas y aunque la 
expresión es algo mayor en la parte más basal, no existe ese contraste con 
el resto de las capas como en el urotelio sano o en el modelo transgénico 
de ratón que simula un bajo grado (Figura 34b).  
 
 
b.Expresión de UPK3c en tumores de vejiga humano 
 
La expresión de las UPK3s se analizó en un total de 31 tumores de 
vejiga por WB. Su expresión, además se comparó con la expresión de dos 
proteínas (RB y p130) implicadas en la regulación del ciclo celular (Grana 
et al. 1998) y de un receptor de membrana (FGFR3) implicado en las vías 
de señalización que regulan la proliferación celular, diferenciación, 
migración y apoptosis (Liu et al. 2014) (Figura 5). De los 31 tumores 
analizados, acorde a su estadio de invasión, 11 de ellos era superficiales 
de bajo grado, 9 superficiales de alto grado y 11 eran invasivos  La 
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determinación del estadio y del grado de los tumores de vejiga se llevó a 
cabo por el servicio de Anatomía Patológica del HUJXXIII. 
En los tumores de vejiga analizados (Figura 35 y Figura 36), la 
expresión de UPK3a fue la más ubicua de todas las UPK3s siendo 
detectada en 25/31 tumores, seguida de UPK3b 24/31 y UPK3c en 19/31. 
De los 20 tumores de alto grado se observó que 6, 6 y 11 no expresaban 
UPK3a, UPK3b y UPK3c respectivamente, 
En ninguno de los 31 tumores de vejiga analizados se pudo 
observar la ausencia de todas las UPK3s a la vez. Sin embargo, aunque se 
detectan todas las combinaciones de parejas entre ellas, al contrario que 
UPK3a y UPK3b, UPK3c nunca aparece como la única uroplaquina 
detectada.  
Parece que exista una relación entre la expresión de FGFR3 y 
UPK3c. De los 15 tumores de vejiga donde se detectó expresión de 
FGFR3, en 14 también se detectó UPK3c y de los 16 tumores donde no se 
detectó expresión de FGFR3, en 12 tampoco se detectó de UPK3c. De los 
4 en los que si se detectó expresión de UPK3c y no de FGFR3, 3 eran de 
alto grado, 2 eran tumores invasivos y únicamente en un tumor, superficial 
de bajo grado, se detectó expresión de FGFR3 y no de UPK3c. 
Para facilitar la detección de UPK3c, todos los tumores fueron 
deglicosilados lo que permitió observar que solamente 1 presentó la banda 
de UPK3c sin péptido señal, otro solamente la banda de UPK3c con 
péptido señal y otro  mostró una deglicosilación aberrante dada a la 
presencia de varias bandas. En los 13 tumores de vejiga restantes se 
observaron ambas bandas de UPK3c (Figura 35). 
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Ambas formas de UPK3c no se encontraron en la misma 
proporción. El 72 ± 2% pertenece a la forma madura de UPK3c sin péptido 
señal, mientras que el 28 ± 2% restante corresponde a la forma inmadura 
de UPK3c con péptido señal, al contrario de lo que ocurre en la 
transfección donde el 79 ± 4% pertenece a la forma inmadura con el 
péptido señal mientras que el 21 ± 4% restante corresponde a la forma 
madura sin péptido señal. 
Figura 36: Resumen del análisis de WB. 
Los resultados obtenidos para las UPK3s y 
para FGFR3 por WB en los 31 tumores 
fueron agrupados por superficial/invasivo y 
grado y la intensidad de la señal codificada 
atendiendo a un patrón de colores. Negro: 
no detección; verde: +/-; amarillo: +; naranja: 
++ y rojo: +++. El * representa que el tumor 
de vejiga es un Ta de alto grado. 
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LAS UROPLAQUINAS SE ENCUENTRAN DISTRIBUIDAS DE FORMA 
DIFERENTE EN LOS DIVERSOS GRUPOS DE VERTEBRADOS 
 
Este estudio presenta una visión de conjunto de la evolución y 
diversificación de probablemente todos los grupos de uroplaquinas que 
existen en la naturaleza dado que en los análisis se han utilizado 
secuencias de especies representativas de los principales grupos de 
vertebrados (peces, anfibios, aves/reptiles y mamíferos) y se han 
identificado tres nuevos grupos de uroplaquinas (UPK3c, UPK3d y UPK2b).  
 
Nuestros análisis indican que las uroplaquinas durante la 
diversificación de los vertebrados no se distribuyeron uniformemente en los 
distintos grupos de estos organismos (Figura 7). Las primeras secuencias 
de uroplaquinas aparecen en un pez, la lamprea, considerado un fósil 
viviente perteneciente a la rama mas basal de los vertebrados cuando 
estos carecían de maxilares (Smith et al. 2013). Estas primeras 
uroplaquinas son las que más adelante vamos a encontrar formando los 
componentes mayoritarios de las placas del urotelio de los mamíferos: 
UPK1a, 1b, 3a y 2a (Wu et al. 1994).  
La siguiente rama del árbol evolutivo de los vertebrados extinta 
desde hace 250 MYA comprendía los primeros peces con mandíbula 
(placodermos y acantoideos).  
Después tuvo lugar la escisión del tronco común de los peces 
cartilaginosos (rayas y tiburones) donde ya encontramos todas las 
uroplaquinas (UPK1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 3d) a excepción de la UPK3c que 
aparece en el ancestro común de reptiles/aves y mamíferos (Figura 7 y 
Figura 8). La aparición de las UPK2b, 3b y 3d en peces cartilaginosos 
podría explicarse de varias formas, bien se generaron en el ancestro 
común de los peces cartilaginosos y óseos o en el de la lamprea y los 
peces cartilaginosos y han desaparecido en lamprea, dado que el genoma 
de la lamprea a pesar de haber sido secuenciado con un 5 por ciento de 
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cobertura total aun presenta lagunas. De hecho, en lamprea existen tres 
secuencias relacionadas con UPK3a  y parece que una de ellas (lamprea2)  
estaría más cerca de UPK3b y por lo tanto UPK3a y 3b se habrían 
generado en el ancestro común de vertebrados. Algo semejante ocurrió 
probablemente también con UPK2a y 2b ya que UPK2b posee las cuatro 
cisteínas del dominio urofibrina y UPK2a solo dos por lo que es poco 
probable que primero se hubieran perdido en UPK2a y luego recuperado en 
UPK2b. No obstante, para responder a estas cuestiones, se necesitan más 
genomas de organismos pertenecientes a esta etapa basal de la evolución 
de los vertebrados. A este respecto está pendiente la secuenciación del 
genoma de otro pez sin mandíbula de una clase diferente a la lamprea, el 
mixino (Myxine glutinosa) del que se ha secuenciado el genoma 
mitocondrial y que sería probablemente de gran ayuda para clarificar la 
evolución de las uroplaquinas y otras proteínas en esta fase crucial del 
desarrollo de los vertebrados donde se produjeron numerosas innovaciones 
especificas de este grupo de organismos (Boehm 2012). 
En la siguiente radiación, los peces óseos (osteichthyes) no 
utilizaron las UPK3b y 2b que ya existían en el ancestro común de peces 
óseos y cartilaginosos. Los peces óseos se dividen a su vez  en dos ramas, 
la de los peces óseos con aletas lobuladas (sarcopterigios) que incluye 
celacantos y peces pulmonados que están relacionados con los tetrápodos 
(anfibios, aves/reptiles y mamíferos) y la rama de los peces óseos con 
aletas rayadas (actinopterygii). Un hecho sorprendente que ocurrió en esta 
última rama es la desaparición de todas las uroplaquinas en los teleósteos 
modernos (acanthomorpha) que abarcan un tercio de las especies actuales 
de vertebrados ~16000 especies y representan más del 50% de los peces 
actuales entre los que se encuentran el bacalao (Gadus morhua), el pez 
globo (Fugu rubripes) o el atún (Thunnus thynnus)  (Nelson JS 2006) 
Teniendo en cuenta que se han secuenciado parcial o totalmente el 
genoma de 17 especies de peces de este grupo, al no haberse identificado 
ni una sola uroplaquina en estos 17 genomas ni en ninguna base de ESTs 
o proteína indica que las uroplaquinas ciertamente desaparecieron durante 
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el origen evolutivo de este grupo de peces (acanthomorpha) (Figura 7) que 
incluye el pez modelo medaka (Oryzias latipes) cuyo genoma ha sido 
totalmente secuenciado y en el que anteriormente hemos encontrado 
diversos ortólogos de proteínas humanas como los de Nanog, Oct-4 y 
Usherine (Aller et al. 2013; Sánchez-Sánchez et al. 2010; Camp et al. 
2009). Esta desaparición conjunta de las uroplaquinas merecería ser 
estudiada en profundidad dado que la gran expansión de este grupo de 
peces se debió a adaptaciones específicas (Finn y Kristoffersen 2007) en 
las que la presencia de uroplaquinas fue prescindible o nociva, lo que 
podría proporcionar información sobre su posible función general. 
Finalmente en tetrápodos (anfibios, aves/reptiles y mamíferos) 
desaparece UPK3d y nos encontramos de nuevo con UPK3b y 2b, esta 
última únicamente en anfibios y reptiles. También en aves desparece la 
pareja UPK1a y 2a, y en reptiles UPK2b.  
La existencia de uroplaquinas en organismos que carecen de 
urotelio sugiere que además de su participación en la formación de las 
placas del urotelio y en funciones relacionadas con su funcionamiento, las 
uroplaquinas deben desarrollar actividades urotelio inespecíficas. A este 
respecto se ha descrito la participación de UPK3a y UPK1b en la 
fertilización de los ovocitos de rana (Xenopus laevis) (Sakakibara et al. 
2005; Mahbub Hasan et al. 2007) y se ha vinculado una secuencia que se 
denomina UPK3a-like, y que en nuestro estudio hemos identificado como 
UPK3d, con la morfogénesis del conducto pronefrico durante el desarrollo 
del aparato urogenital en el pez cebra (Danio rerio) (Mitra et al. 2012).  
Por otra parte, en el urotelio, las uroplaquinas forman 
heterodimeros específicos (UPK1a con UPK2a y UPK1b con UPK3a o la 
minoritaria 3b) imprescindibles para que las uroplaquinas alcancen la 
superficie apical de las células “umbrella” (Tu et al. 2002). Excepto UPK1b 
que puede alcanzar la membrana apical por si sola (Tu et al. 2002). La 
distribución de las uroplaquinas en vertebrados y su expresión en tejidos 
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humanos no se opone a la formación de estos dímeros (UPK1a/2a y 
UPK1b/3a) ya que UPK1a y UPK1b se originaron en el mismo periodo de 
tiempo que UPK2a y UPK3a. En los diferentes grupos de vertebrados 
siempre se mantiene la existencia de las uroplaquinas susceptibles de 
formar heterodimeros, con la salvedad de que quizás en reptiles no existe 
UPK2a que podría ser reemplazada por UPK2b. Esta afirmación es 
meramente hipotética y necesitaría confirmación experimental. La 
expresión observada en tejidos humanos avalaría la formación de 
heterodimeros excepto por la falta de expresión de UPK1b en próstata y de 
UPK2 en tráquea pero el análisis de expresión es únicamente a nivel de 
RNA (Figura  22).  
La distribución de las uroplaquinas y su expresión no se opone a la 
formación de dímeros, pero es posible que no sea una característica 
compartida por todas las uroplaquinas. La expresión de UPK1b en diversos 
tejidos sin UPK3a de heterodímero podría explicarse como hemos 
comentado por su capacidad de alcanzar la membrana apical sin necesidad 
de formar un heterodimero con UPK3a o 3b (Tu et al. 2002). Esta expresión 
fuera del urotelio ya en algunos casos había sido descrita con anterioridad 
(Sakakibara et al. 2005; Olsburgh et al. 2003; Adachi et al. 2001) El análisis 
de la colocalizacion en el urotelio de las uroplaquinas que forman los 
heterodimeros también avala su formación pero descarta a UPK3c como 
veremos más adelante. 
En conjunto parecería que las placas del urotelio surgen por la 
asocociacion de los dos tipos de heterodimeros y que algunas uroplaquinas 
podrían existir sin formar heterodimeros y estar implicadas en funciones 
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ORIGEN DE LAS UROPLAQUINAS UPK2/3 A PARTIR DE UNA 
SECUENCIA RELACIONADA CON PTPRQ  
 
Mientras que el origen de las uroplaquinas UPK1a/1b, que 
pertenecen a la familia de las tetraspaninas, podía explicarse por la 
duplicación de un gen de esta familia en el origen de los vertebrados, se 
desconocía cómo se originó el gen ancestral que dio lugar a las 
uroplaquinas UPK2/3, ya que no se habían encontrado proteínas UPK2/3 
en organismos más antiguos que los vertebrados, ni se sabía que pudieran 
estar relacionadas con otras familias de proteínas. Fue la observación de 
que un fragmento del receptor de fosfatasas PTPRQ presentaba cierta 
similitud con casi toda la secuencia de UPK3a, lo que planteó la posibilidad 
de que las UPK2/3s pudieran haberse generado a partir de un gen 
relacionado con las R3 PTPR por duplicación génica y perdida de dominios 
FN3 y del dominio catalítico. 
 Esta sugerencia está basada en la conservación en ambas familias 
de la misma pauta de intrones/exones, de cisteínas (C1-C4), de los sitios de 
corte de furina en posiciones similares en las secuencias de UPK2s y R3 
RPTPs de invertebrados y, por otra parte, en los análisis filogenéticos, que 
agrupan en una misma rama del árbol las secuencias de UPK3s, PTPRQs 
y las dos secuencias de ciona: la del precursor de PTPRQ y la secuencia 
de R3 que carece de dominio catalítico. 
Esta última secuencia sin dominio catalítico y con solo cuatro 
dominios FN3 presente en las dos especies de ciona (CionaNocat1 en C. 
intestinalis y CionaNocat2 en C savigny) curiosamente, mantiene cierta 
similitud en su fragmento citoplásmico con UPK3as, incluyendo dos sitios 
de fosforilacion: una tirosina (Tyr249) que es fosforilada en Xenopus 
durante la fertilización de los ovocitos y una treonina (Thr244)  en humanos 
en respuesta a la adhesión de la uropatogénica E. coli al urotelio (Mahbub 
Hasan et al. 2011; Thumbikat et al. 2009). Estas similitudes no implican que 
esta secuencia de Ciona sea el precursor de las UPK2/3 (falta el análisis de 
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sintenia de genomas basales mejor anotados) pero probablemente indica 
como debió producirse la transición entre alguna secuencia relacionada con 
el precursor de PTPRQ y la formación del primer gen de las UPK2/3. Los 
principales mecanismos que determinan la evolución molecular de las 
proteínas son la duplicación de genes, la fusión, la recombinación y la 
pérdida de fragmentos (Weiner et al 2006). Aunque en comparación con la 
ganancia de dominios, se sabe relativamente poco acerca de las pérdidas, 
se ha descrito que se producen mayoritariamente en los extremos de las 
secuencias como debió producirse para generar la secuencias UPK2/3 
ancestral a partir de una secuencia R3 PTPR de invertebrados (Weiner et 
al. 2006).  
 
 
1.El dominio urofibrina es un dominio FN3 divergente 
 
Aunque los dominios FN3 de por si son muy divergentes y tienen 
una identidad de secuencia inferior al 25% (Halaby et al. 1999), el dominio 
urofibrina tiene características específicas que se han conservado desde su 
aparición en la secuencia de esponja. Por un lado, los dominios canónicos 
de FN3 tienen alrededor de 100 aa de longitud, el tamaño del dominio 
urofibrina tiene alrededor de 160 aa y el motivo C3X(5-7)C4NGPL se ha 
mantenido en las R3 RPTPs y UPK2/3 desde las esponjas hasta los 
mamíferos no encontrándose en otro tipo de proteínas. Por el otro lado, 
presenta una patrón exón/intron único entre los dominio de FN3 de las R3 
PTPRs (Garcia-España et al en preparación) y carece de un residuo clave 
en la definición de los dominios FN3 canónicos, un triptófano en la hebra 
beta B (Halaby et al. 1999). Todo ello, sugiere que el dominio urofibrina 
tiene características diferenciales con respecto a los dominio FN3 
canónicos como el dominio 10 de la fibronectina. Aunque no se conoce su 
estructura terciaria, por su similitud en estructura secundaria con los 
dominios FN3, probablemente este basada también en laminas beta 
antiparalelas pero con diferencias en la longitud de la secuencia que 
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2.Posibles implicaciones funcionales resultantes de la caracterización 
del dominio urofibrina 
Los principales mecanismos que determinan la evolución molecular 
de las proteínas son la duplicación de genes, la fusión, la recombinación y 
la pérdida de fragmentos (Weiner et al 2006). La descripción de los 
componentes dominios y motivos de una proteína facilitan los análisis 
filogenéticos, la anotación funcional, y la exploración de la diversidad de 
sus funciones. El hallazgo de la relación entre las proteínas R3 PTPRs y 
UPK2/3 y la caracterización de un dominio FN3 divergente en ambas 
familias puede ser de utilidad para la caracterización estructural y funcional 
de estos grupos de proteínas integrales. 
Las cisteínas que forman puentes disulfuro se ganan y se pierden 
en parejas durante la evolución de las proteínas y por tanto es posible 
deducir la formación de puentes disulfuro en su secuencia (DeSalle et al. 
2010; Kreisberg et al, 1995). De las cuatro cisteínas (C1-C4) presentes en el 
dominio urofibrina, dos de ellas C3-C4 están conservadas desde la 
secuencia de esponja pero se pierden en las proteínas UPK2a, por otro 
lado C1-C2 aparecen en las de tunicados y aunque todavía están presentes 
en la secuencia de UPK3c de aves/reptiles, se pierden en las secuencias 
de UPK3c de mamíferos (DeSalle et al. 2014). Estas observaciones 
sugieren que C1 está formando un puente disulfuro intraproteico con C2 y 
C3 con C4 en la estructura de la urofibrina lo que puede ayudar en la 
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LOCALIZACIÓN DE UPK3c EN DS Y SU POSIBLE TRASLOCACIÓN AL 
LOCUS GENÉTICO 7p13 A TRAVÉS DE UN INTERMEDIARIO 
CIRCULAR 
 
Las duplicaciones segmentales (DS) constituyen una proporción 
relativamente grande (~5%) del genoma humano (Bailey et al. 2006; Bailey 
et al. 2002) y son definidas como dos o más segmentos cromosómicos 
mayores de 1 Kb, con una identidad superior al 90% (Bailey et al. 2006). 
Además, son regiones dinámicas de los cromosomas que en determinados 
casos se han asociado con enfermedades genéticas producidas por 
inestabilidad genómica (Marques-Bonet et al. 2009).  
Los mecanismos moleculares por los cuales se producen y 
duplican las DS, su importancia en la susceptibilidad a padecer 
enfermedades y como influyen en el desarrollo de estas patologías, esta  
empezando a ser desvelado (Marques-Bonet et al. 2009, Jiang et al. 2007, 
Bailey et al. 2006). Especialmente, se conoce poco el mecanismo por el 
cual las DS se dispersan a las regiones intersticiales de los cromosomas 
cuando esta propagación no es el resultado de una duplicación en tándem, 
es decir cuando las DS no se localizan de forma consecutiva en los 
cromosomas (Bailey et al. 2006).  
Recientemente se ha descrito un aumento especifico en el número 
de DS en la rama evolutiva humana después de la separación de la del 
chimpancé (Marques-Bonet et al. 2009). Esta observación estaría de 
acuerdo, en nuestro caso, con la aparición en humanos de la DS3 en el 
locus genético 7q22.1 (Figura 17). Esta copia adicional de UPK3c podría 
tener interés en su estudio puesto que, al contrario que la copia en la DS2 
de 7p13, se transcribe al igual que la copia en DS1, aunque al parecer la 
transcripción de la copia en DS1 es mayor (Figura 21). Una de las 
consecuencias de las duplicaciones de DS es que pueden aumentar o 
disminuir el número de copias de un gen (Lupski et al. 2005). En la DS2 
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humana, RASA4CP, POLR2J4 y las copias de UPK3c y HSPC047 son 
pseudogenes mientras que SPDYB2-L2 es un gen diferente a SPDYB2-L1 
que se encuentra en las DS1 y DS3 de 7q22.1 (Chauhan et al. 2012). En el 
caso de gorila y chimpancé las regiones correspondientes no están tan bien 
anotadas como para poder saber si esto también ocurre. SPDYB2-L1 y 
SPDYB2-L2, junto a SPDYB2, pertenecen a un grupo de la amplia familia 
de genes Speedy/RINGO cell cycle regulator (Chauhan et al. 2012) y 
múltiples copias intercaladas de miembros de esta grupo (especialmente 
SPDYB2-L1) pueden encontrarse en 7q11.23 de humanos. Siempre 
asociadas a un fragmento de la secuencia del gen PMS2 
En orangután, ningún miembro de este grupo de la familia Speedy 
se encuentra en la localización en que aparecerá en las DS1-3, lo que 
sugiere que tal vez su desplazamiento a la posición entre los genes UPK3c 
y uno de los nuevos miembros de POLR2J pudo estar relacionado con el 
origen de la DS1-3 ancestral. En este sentido, la reconstrucción ancestral 
de DS en humanos ha revelado que la mayoría de ellas están localizadas 
en regiones específicas del genoma denominadas bloques de duplicación 
(Jiang et al. 2007). Estos bloques contienen regiones denominadas “core 
duplicons” a las cuales se les ha atribuido un papel primordial en la 
expansión de las duplicaciones dando lugar a la hipótesis del “core 
duplicon” (Jiang et al. 2007). De esta manera el fragmento de DNA que 
contiene SPDYB2-PMS2 podría representar un “core duplicon” que pudo 
haber desarrollado un papel importante en el origen y/o dispersión de las 
DS1-3  
Los cambios de localización de UPK3c desde orangután en el locus 
genético 7p22.1 a las localizaciones que luego encontramos en humanos 
en las DS1 y DS3 de 7q22.1 se pueden explicar por las dos inversiones del 
cromosoma 7 que ocurrieron durante la especiación de los grandes 
primates (Figura 17) (Müller et al. 2004), más una duplicación especifica en 
tándem de DS1 que genero DS3 en humanos después de la separación 
con chimpances probablemente por un proceso de errores en la replicación 
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y recombinación homóloga no alélica (Schacherer et al. 2005, Koszul et al. 
2004). En cambio, el desplazamiento de DS2 a 7p13 en el otro brazo del 
cromosoma que debió producirse en el ancestro común de gorilas 
chimpancés y humanos no puede explicarse por los mecanismos arriba 
mencionados de inversiones y duplicación en tándem por recombinación 
homóloga. 
Curiosamente, el desplazamiento de DS2 a 7p13 pudo haberse 
producido por un mecanismo consistente con la participación de un 
intermediario circular, un fenómeno de traslocación de una DS que 
sepamos solo se ha descrito una vez en mamíferos y nunca en primates 
(Durkin et al. 2012). Esta sugerencia se basa en la presencia en el sitio 
donde se insertó DS2 de secuencias conservadas en gorila, chimpancé y 
humano compatibles con un intermediario circular. Primero, el gen RASA4 
en DS2 esta dividido en dos fragmentos situados en los extremos de la 
inserción, si estos fragmentos se unen se reconstruye la secuencia de 
RASA4 con únicamente la pérdida de 4 pb en el punto de unión, y segundo, 
esta pérdida de 4 pb así como la de 2 pb en la secuencia en la cual se 
inserta pueden ser explicadas por un mecanismo de rotura y reparación de 
DNA que ha dejado su impronta en el punto de inserción (Lieber et al. 
2008). Esto indicaría que el gen RASA4 se ha roto durante el proceso de 
inserción y sugiere la intervención de un intermediario circular.  
La recombinación homóloga entre elementos Alu 
intracromosomales que comparten orientación transcripcional (ARMD) es 
un mecanismo por el cual se ha explicado la formación de intermediarios 
circulares (Sen et al. 2006). Como resultado de la ARMD quedarían dos 
elementos Alu quiméricos, uno en la zona de escisión del círculo y otro en 
el círculo. Basándonos en este mecanismo como posible explicación para 
la formación del intermediario circular, de los 122 elementos Alu localizados 
en la DS2, dos de ellos han podido ser identificados como elementos Alu 
quiméricos En la sección de resultados hemos descrito uno de estos dos 
posibles escenarios (Figura 18 y Figura Suplementaria 5). En el caso de 
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que la ARMD hubiese ocurrido entre elementos Alu iguales, su 
identificación sería complicada. No han quedado señales del sitio de salida 
del círculo en humanos posiblemente porque los cambios que se han 
producido desde el ancestro común de gorila, chimpancé y humano donde 
se produjo la translocación de DS2 a 7p13 han eliminado estas señales. 
Los loci genéticos 7q11.23 en gorila y chimpancé están mal anotados y 
sería interesante poder estudiarlos debido a que representan los loci previo 
y posterior más cercanos a la inversión paracéntrica la cual en comparación 
con lo encontrado en orangután tuvo que ocurrir entre los genes UPK3b y 
UPK3c y que podrían conservar alguna impronta sobre la salida del IC o la 
disposición de las DS en el momento de la salida debido a que DS2 se 
encuentra ya en gorila, es decir, antes de la inversión paracéntrica.  
En una búsqueda preliminar en la base de DS de la UCSC no 
hemos podido identificar ninguna DS que contenga un fragmento invertido 
con respecto a otra DS, es decir, la presencia de una bloque de duplicación 
que estuviera reflejado en dos bloques invertidos en otra localización. Sin 
embargo, además de en el genoma de la vaca (Durkin et al, 2012), este 
tipo de fenómeno ha sido registrado con anterioridad en peces (Fujimura et 
al. 2011) y levaduras (Borneman et al. 2011). De esta manera, aunque este 
mecanismo de translocación no parece ser muy frecuente, ha podido ser 
registrado en organismos de diferente complejidad poniendo de manifiesto 
que podría ser un mecanismo común a todos ellos. Sin embargo, un 
análisis más detallado sería necesario para poder aproximar la frecuencia 
de este fenómeno. 
 La zona de 7p13 donde se produce la inserción de la DS2 es una 
zona rica en elementos transponibles (93% de las 1000 pb de bases 
adyacentes a ambos extremos del punto de inserción) tal como ha sido 
observado con anterioridad (Kapitonov et al. 2005, Babcock et al. 2003, 
Bailey et al. 2003). Su inserción recae exactamente sobre un solo-Long 
Terminal Repeat de un retrovirus endógeno humano. Se ha podido 
comprobar que solo-LTRs pueden actuar sobre la regulación génica 
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(Gogvadze y Buzdin 2009; Dunn et al. 2005; van de Lagemaat et al. 2003; 
Long et al. 1998), y en el caso de que este hubiese sido activo en el 
momento de la inserción de la DS2, esta lo hubiese dividido pudiendo 
haberse visto afectada, de esta manera, la regulación de algún gen. 
La microhomología de 5pb del extremo DS2-7p13 posee a ambos 
lados un elemento Alu, los cuales están inversamente orientados, próximos 
(<200 pb) y prácticamente equidistantes de la microhomología. En este 
caso, dadas sus características, podría ser que estos dos elementos Alu 
hubiesen interaccionado de manera no recombinogénica facilitando la 
inserción del intermediario circular ya que antes de producirse la inserción 
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EXPRESIÓN DE LAS UROPLAQUINAS EN TEJIDOS HUMANOS Y 
DIVERGENCIA DE UPK3c RESPECTO A UPK3a 
 
 En el estudio que hemos llevado a cabo, se ha estudiado por 
primera vez la expresión de todas las uroplaquinas humanas en un amplio 
número de tejidos utilizando la misma técnica, obteniendo de esta manera, 
además de información específica de cada una de ellas una visión más 
completa de su expresión en los distintos tejidos.  
 La expresión simultanea de las uroplaquinas mayoritarias de las 
placas (UPK1a, 1b, 2a y 3a) se ha observado que está restringida a los 
órganos con urotelio, respetando de esta manera la formación de 
heterodímeros como ha sido observado anteriormente (Wu et al. 1994, 
Deng et al. 2002) y como se ha podido intuir también a través de su 
distribución en los diferentes grupos de vertebrados (Figura 7). La única de 
estas uroplaquinas que se expresa fuera del urotelio es UPK1b que se 
expresa en cornea como ya había sido descrito (Olsburgh et al. 2003, 
Adachi et al. 2001): Probablemente debido a su capacidad de alcanzar la 
membrana apical por si sola (Tu et al. 2002) en cornea no se detecte 
expresion de UPK3a o UPK3b con las que forma heterodimeros en el 
urotelio. Por otro lado, la elevada expresión de UPK3a en próstata 
sobresale frente a la del resto de uroplaquinas lo que indica que  podría ser 
de interes un estudio más detallado de esta proteína tanto en tejido sano 
como en cáncer de próstata. 
 UPK3c y UPK3b muestran un patrón de expresion divergente frente 
al resto de las uroplaquinas ya que se expresan prácticamente en todos los 
tejidos analizados. Este patrón mas amplio había sido ya descrito en el 
caso de UPK3b, que por ejemplo, debido a su elevada actividad epicardial 
durante el desarrollo embrionario del ratón ha permitido utilizar su promotor 
para generar ratones transgénicos con expresion  en el epicardio (Huang et 
al. 2012). 
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UPK3c y UPK1b en cornea mostraron el nivel de expresión más 
elevado de todas las uroplaquinas en todos los tejidos. De hecho son las 
únicas uroplaquinas que han sido identificadas en los proteomas de cornea 
de ratón y de humano, (Dyrlund et al. 2012; Shao et al. 2011), Aunque en el 
proteoma humano, que está dividido en las diferentes capas que forman la 
cornea, UPK1b solo se detectó en el epitelio mientras que UPK3c fue 
detectada en todas las capas (epitelio, estroma y endotelio) (Dyrlund et al. 
2012). Dado que el origen de UPK3c coincide con la colonización del medio 
terrestre por los vertebrados, su elevada expresión en cornea podría estar 
relacionada con la adaptación que sufrió la cornea en este periodo que le 
permitió un mayor poder de refracción para acomodar el paso de la luz del 
aire al medio acuoso intraocular. (Jonasova et al. 2008). 
UPK3c está N-glicosilada, y al menos en cornea sana, por 
azúcares complejos como UPK3a/3b. No obstante, UPK3c posee una serie 
de características que hacen considerarla una uroplaquina divergente 
frente al resto de UPK3s. Además de su expresión en un elevado rango de 
tejidos, por un lado, ha perdido las C1 y C2, presentes en UPK3a/3b, y que 
como ha sido sugerido previamente podrían formar un puente disulfuro 
intraproteico. Por otro lado, ha perdido también el fragmento de ~12 amino 
acidos muy conservado en UPK3a/3b yuxtapuesto al DTM y que, aunque 
no se haya visto que sea necesario para la formación de los heterodímeros 
con UPK1b, no se ha descartado que pudiese estar vinculado con la 
oligomerización de las párticulas de 16 nm (Deng et al. 2002). Finalmente, 
en el urotelio de ratón posee una expresión excluyente respecto a la del 
producto de diferenciación UPK3a (Wu et al. 1994). Mientras que UPK3a 
se localiza en la parte más apical de las células “umbrella”, UPK3c es 
expresada principalmente en las capas menos diferenciadas, y aunque se 
exprese en las células “umbrella”, aparentemente no llega a la membrana 
apical y no colocaliza con UPK1b como lo hacen UPK3a y UPK3b. 
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EXPRESIÓN DE UPK3c EN TUMORES DE VEJIGA Y SU POSIBLE 
RELACIÓN CON FGFR3  
 
 En la actualidad el trabajo con el tamaño muestral más grande de 
tumores de vejiga e información clínica que ha estudiado la expresión de 
uroplaquinas es el de Huang et al. 2007. En este trabajo se analizó la 
expresión de uroplaquinas por immunohistoquímica con un anticuerpo 
generado contra las placas y que por immunoblot es muy sensible a 
UPK3a, moderadamente a UPK1a y muy poco sensible a UPK2. Las 
principales conclusiones del estudio de Huang et al. 2007 fueron que: (1) 
aunque aberrante, la expresión de uroplaquinas se mantiene en los CU; (2) 
los tumores invasivos sin expresión de uroplaquinas representaban un mal 
pronóstico; y (3) no existía relación alguna con marcadores del ciclo celular 
(p53 y pRB entre otros) y por tanto podría utilizarse de manera conjunta 
con otros marcadores moleculares. 
 En nuestro estudio hemos comparado la expresión proteica de las 
UPK3s con la de dos marcadores de desregulación del ciclo celular (p53 y 
RB) implicados en la ruta invasiva del CU (Figura 5) y con una 
glicoproteína de membrana perteneciente a la familia de las tirosinas 
quinasas (Powers et al. 2000; Böttcher y Niehrs 2005) y considerada un 
marcador de buen pronóstico en los tumores superficiales (Figura 5).  
 Al igual que en Huang et al. 2007, se encontró expresión de unas u 
otras uroplaquinas en todos los tumores, siendo la expresión más ubicua la 
de UPK3a. Por lo tanto, de acuerdo con estudios anteriores (Huang et al. 
2007; Olsburgh et al. 2003; Yuasa et al. 2003; Moll et al. 1995), aunque a 
las uroplaquinas de las placas UPK3a/b se las considere productos de 
diferenciación, no se observa la esperada disminución de su expresión 
durante la progresión de los CUs humanos. En cambio, UPK3c no siendo 
aparentemente un producto de diferenciación, desaparece en algunos 
tumores de alto grado superficiales y en casi todos los invasivos mientras 
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que la expresion de UPK3a se mantiene. Esto podría estar relacionado con 
la excluyente expresion de UPK3a y UPK3c en el urotelio de raton que 
daría lugar a una distribución también diferente en tumores invasivos. 
 En ninguno de los tumores analizados se detectó como única 
uroplaquina a UPK3c, mientras que UPK3a o UPK3b si que pudieron ser 
detectadas aisladamente. Esto podría ser debido a que aunque en 
cantidades distintas, UPK3a y UPK3b se encuentran en las placas y en los 
modelos de ratones “knock-out” de UPK3a la expresión transcripcional de 
UPK3b aumenta (Deng et al. 2002) dando a entender que UPK3b podría 
suplantar la función de UPK3a en su ausencia y por tanto podría ser 
normal encontrar UPK3a o UPK3b por sí solas. Sin embargo, dado que 
UPK3c aparentemente no forma parte de las placas no tendría porqué 
encontrarse sola. 
 La falta de relación en la expresión de uroplaquinas y marcadores 
de la desregulación del ciclo celular (p53 y RB) observada previamente se 
detectó en este caso también para UPK3a (Huang et al. 2007) y para 
UPK3b y UPK3c.  
 En UPK3c y FGFR3 parece apreciarse una relación directa en la 
detección de su expresión. De los 31 tumores analizados en 26 de ellos la 
detección para ambas proteínas coincidió (14 ambas detectadas y 12 no 
detectadas ambas), 1 se detectó FGFR3 y no UPK3c y 4 se detectó UPK3c 
y no FGFR3.  
FGFR3 tiene atribuido un efecto de buen pronóstico debido a que 
en las lesiones benignas y los tumores de bajo grado el 80% están 
mutados para FGFR3 (Hernández et al. 2006; van Rhijn et al. 2002, Kimura 
et al. 2001) y de estos el 85% están sobreexpresados (Tomlinson et al. 
2007; Bodoor et al. 2010) mientras que en el caso de tumores invasivos, el 
54% presenta una desregulación de FGFR3 bien a través de mutaciones o 
de sobreexpresión, siendo esta última mayoritaria del FGFR3 sin mutar 
(Tomlinson et al. 2007). 
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Aunque no hemos analizado en este caso concreto las mutaciones 
de FGFR3, indistíntamente se puede intuir una relación directa en la 
detección de UPK3c y FGFR3 y sería necesario analizar un tamaño 
muestral mayor para poder comprobar si esta tendencia se mantiene. Sin 
embargo, en principio, a la vista de estos resultados preliminares se podría 
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1.Uroplakins originated in the common ancestor of vertebrates and diverged 
by gene duplication during vertébrate evolution. 
2.Identification of three novel groups of uroplakin orthologs (UPK2b, UPK3c 
and UPK3d), all belonging to the UPK2/3 tetraspanin associated family. 
3.UPK2/3 tetraspanins are evolutionary and structurally related to the more 
ancient family of subtype R3 tyrosine phosphatase receptors (R3 PTPRs); 
probably origin of UPK2/3 genes from a R3 PTPR related gene (PTPRQ) by 
gene duplication and domain loss in the common ancestor of vertebrates. 
4.The origin of the UPK3c is linked to the duplication of the UPK3b gene in 
the common ancestor of reptiles and mammals. 
5.Expansion of the UPK3c genetic loci in gorillas, chimpanzees and 
humans by the duplications of a large segmental duplication generated in 
the common ancestor of the gorilla, chimpanzee and human branch. 
6.Identification of a 80.6 Kb intrachromosomal transposition of a UPK3c 
segmental duplications by a circular intermediate. 
7.The expression of UPK3c, which is widespread in human tissues, is 
particularly strong in corneal tissue. 
8.UPK3c contains up to 20 KDa of complex N-linked oligosaccharides in 
human normal corneal tissue, pterygium and bladder tumors. 
9.In contrast with the localization of the uroplakins that form the urothelial 
plaques (UPK1a, UPK1b, UPK2a, UPK3a and UPK3b), UPK3c is not 
present in the apical surface of the umbrella cells and localizes mostly to 
the basal and intermediate cell layers of the mouse urothelium. 
10.UPK3c maintains its predominant expression in less differentiated basal 
and intermediate cells and absence of colocalization with other human 
uroplakins in urothelial tumors of mouse transgenic models of superficial 
and invasive bladder cancer. 
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11.In a sample of human bladder tumors, the number of tumors in which 
UPK3c expression could be detected by immunoblot was higher in 
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Figura Suplementaria 1: Alineamineto de todas las secuencias de proteína de UPK2/3. El 
alineamiento se generó con el servidor MAFFT y comprende desde el comienzo del segundo 
exón hasta el final del quinto exón. Las C1-C4 están resaltadas en color amarillo y las fases 
intrónicas marcadas de color rojo. 
 
UPK3a.human     ----AVNLQP-QLA--SVTFATNNPTLTTVALEKPL--C----MFDSK---------EAL 
UPK3a.mouse     ----TVNLQP-QLA--SVTFATNNPTLTTVALEKPL--C----MFDSS---------EPL 
UPK3a.cow       ----GVNLQP-QLA--SVTFATNNPTLTTVALEKPL--C----MFDSS---------AAL 
UPK3a.elephant  ----AVNLQP-QLA--SVTFTTNNPTLTTVALEKPL--C----MFESN---------TAL 
UPK3a.dog       ----GVNLQP-QLA--SVTFATNNPTLTTVALEKPL--C----MFDSA---------ATL 
UPK3a.opossum   ----AVDLEP-QMA--SITFATNNPTLTTITLEKPF--C----MFNAS---------NLG 
UPK3a.platypus  -----AQIKP-QIA--GLAFATNNPTLTTIALEKPF--C----MFDGA---------GPA 
UPK3a.chicken   ----DQSMKP-QLA--APELATNNPTLTTVALEKPF--C----MFDSS---------LHP 
UPK3a.aligator  ----AQSLRP-QIA--SPQLATNNPTFTTIALEKPF--C----VFDGS---------LSP 
UPK3a.turtle    ----ALNLRP-QIA--NPKLATSNPTLTTIALEKPF--C----MFDDS---------LSP 
UPK3a.Xtropical ----AGADMP-LLA--NSDFFSLNPTQTTIALEQPI--C----MFKSA---------V-- 




UPK3a.skate     ----PLSFKP-EVS--SIALTLGLRTSTTVTLAKPI--C----VFSSG---------D-- 




UPK3b.human     ---ELVPYTP-QI---TAWDLEGKVTATTFSLEQPR--C----VFDGL---------ASA 
UPK3b.cow       ---DLIPYTP-RI---TSWDLEGKVTATTFSLEQPR--C----VLDRH---------SSA 
UPK3b.mouse     ---DLIAYVP-QI---TAWDLEGKITATTFSLEQPR--C----VFDEH---------VST 
UPK3b.elephant  --------DPLHA---TDNGLGGKVTATTFSLEQPR--C----VLDGH---------ARA 
UPK3b.dog       ---ELIPYTP-QI---TAWDLEGKVTATTFSLEQPR--C----VLDGP---------ASV 
UPK3b.platypus  ----LMSYKP-QV---SAHPLEGKVTASTFTLDQPR--C----VFDGQ---------VVS 
UPK3b.opossum   ---DQIPYTP-QI---SALALEGKVTAATFSLEQPR--C----IFSEL---------AAP 
UPK3b.Xtropical ---DITSYVP-QL---TLSPIVGTVTSTTFVLDKPQ--C----VFGNT------------ 
UPK3b.Xlaevis   ---DITTYVP-QL---TLMPIQGSVTSTTFTLDKPQ--C----IFGSR------------ 
UPK3b1.Xtropica ----IPYYVP-QI---TTKPILGKLTSSSFVLEQPQ--C----IFQQY-----------K 
UPK3b2.Xtropica ---DVGSYVP-KI----TTSILGNLTFSTFVLEQPQ--C----IFSSNY----------P 
UPK3b.chicken   ---ALLPYVP-RV---APGAMPGKVTATTFVLERPR--C----IFDPF---------ANA 
UPK3b.aligator  ---ELVPYTP-QI---TGNSLEGKLTASTFSLDQPI--C----IFDQY---------VNA 
UPK3d.coelacant ----DVPYLP-EV---AFNNVAGSVTATTFTLQQPR--C----IFKDV---------FSS 
UPK3d.1.spotted --VTSVEYTP-EI---TAYNMAGRVTGTTMVMKQPR--C----YFDNQLLLPC----TPD 
UPK3d.salmo     --IVSLDHIP-EI---LPYEASGRVTSTTIVLGQPL--C----YFNTLTQLKC----SQS 
UPK3d.trout     --IVSLDHIP-EI---LPYEASGRVTSTTIVLGQPL--C----YFNTLTQLKC----SQS 
UPK3d.zebrafish ----GQIFQP-QL---APANFLGRITSNTVILQQPY--C----VFTQ----------TCP 
UPK3b.skate     --ADEADFVP-EI---FKDNVIGGVSQTTFALQQPQ--C----VFDRFQ-------PACT 
UPK3b.shark     ----VKNYTP-EV---TNANLAGRITATTITFQQPL--C----QFDSE---------INA 
UPK3d1.salmo    ---IPVNNTP-EI---TPSSLAAKLTSNSVILTSPS--C----YFNGLGNLSC---NSTT 
UPK3d1.trout    ----PVNNTP-AI---NPSSLAAKLTINSVILTSPS--C----YFNSLANLPC---NSTT 
UPK3d.spottedga T-VPSVDYVP-EI---IPMKLAGRLTGTTFLLRQPL--C----YFSNQQGLNC----SLS 
UPK3d2.spottedg -----VPYAP-EV---TPHNLLGRVTSTTLTLQQPV--C----FFNNLSGLPC----APD 
UPK3c.human     AAPEHISYVP-QL---SNDTLAGRLTLSTFTLEQPL--G----QFSSHN--------ISD 
UPK3c.mouse     ---ESINYAP-QL---LGATLEGRLTQSTFTLEQPL--G----QFKNVN--------LSD 
UPK3c.dog       ---EHISYVP-QL---SNRSLAGTLTQSTFTLEQPR--G----QFSHRS--------ISD 
UPK3c.cow       ---ERISYVP-QL---SSATLAGRLTQSTFTLEQPR--G----QFSHPS--------ISD 
UPK3c.elephant  ---ELISYVP-RL---SNATLAGKLTQSTFTLQQPR--G----RFSHK---------ISD 
UPK3c.opossum   ---EPINYTP-AI---TREPLEGSITSSTFTLDQPN--D----QFNGSG--------ISD 
UPK3c.platypus  ----KIAYTP-VI---TKLPMEGKITLSTFTLDQPL--G----QFNSSA--------VDD 
UPK3c.lyzard    -----VNYTP-RL---ASENLGGKVTASTFTLDQPR--C----VFNDV---------VNA 
UPK3c.chicken   ---DKLSYKP-TL---VGGNVEGRMTGSTFVLEQPR--C----VFDSY-----------S 
UPK3c.turtle    ----SIDYTP-VI---TARELEGKITSSTFVLEQPR--C----VFNDS---------VSN 
UPK2a.human     ------DFNI-----SSLSGLLSPALTESLLVALPP--C----HLTGG------------ 
UPK2a.mouse     ------DFNI-----SSLSGLLSPALTESLLIALPP--C----HLTGG------------ 
UPK2a.dog       ------DFNI-----SSVSGLLSPALTESLLVALPP--C----HLTGG------------ 
UPK2a.cow       -----ADFNI-----SSLSGLLSPVMTESLLVALPP--C----HLTGG------------ 
UPK2a.elephant  ------DFHI-----SSLSGVLSPALTESLLVALAP--C----RLTGG------------ 
UPK2a.opossum   ------EFNI-----SSLSGLLSPALAESLLVALPP--C----HLTGG------------ 
UPK2a.platypus  -------FNI-----SSLSGLLTPTLAESLLVALPP--C----HLTGG------------ 
UPK2A.salamande --QTAQNFST------SLADLPINPLQTLAIVAFPP--CWVGVSQSNA------------ 
UPK2a.Xlaevis   -----------QNT--SLADGVLTPLSTSVIIAFPG--C----KDSGK------------ 
UPK2a.Xtropical -----------QNV--SQATGVLTPLATSAIFAFPD--C----TYSGQ------------ 
UPK2a.coelacant ------NFNT-SLS--DNAALISNVYSSFVILSLPP--C----TYAGK------------ 
UPK2a.skate     ------GFTI-SLANDNMGEVVASRRSMSAIITMDPNSC----NLAGE------------ 
UPK2a.zebrafish ------DIPI-SLLNPNTDGVLASTFPNSFLLQMPD--C----SIYGNQ----------- 
UPK2a.salmo     ------EFQV-SLLK-ESDGVVTGRFADSLLLSLPP--C----ALATQ------------ 
UPK2a.lamprey   ------DYQV-KLL--NTSVVRAAQTPQSVAFAVPS--CEI-AMIAGT------------ 
UPK2b.snake     -----MDFFR------NNSMLLTTFTGTTFIVNIPK--C----VSSSK---------FSP 
UPK2b.turtle    ----TLDFFP------NASLILAARMSTSFIVNIPK--C----ISSSQ---------FTP 
UPK2b.lyzard    ----ELDFFP------NNSMLLTSFMSTYFIVNVPK--C----VSPKD---------FSP 
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UPK2b.aligator  ----TLNFFP------NMSNILAARLSSSFIVNIPK--C----ISSSH---------YTP 
UPK2b.salamande ---PAFSFFG------NQDNIIGNRMGYSFITNIPS--C----ISGAG---------YTP 
UPK2b.Xlaevis   ---SNFQFFT------NTDDVLGAVLSQSFMVNVPS--C----INAVG---------YVP 
UPK2b.shark     ------DYDI------ALFNGEVSRLATLVWLSPAY--C----LFEKWVEQRGGELTVRS 
UPK3a.human     TG-THEVYLYVLVD-SAISRNASVQDSTNTPLGS----TFLQTE------GGRTGPY--- 
UPK3a.mouse     SG-SYEVYLYAMVD-SAMSRNVSVQDSAGVPLST----TFRQTQ------GGRSGPY--- 
UPK3a.cow       HG-TYEVYLYVLVD-SASFRNASVQDSTKTPLSS----TFQQTQ------GGRTGPY--- 
UPK3a.elephant  VG-TYEVYLYVLAE-SASLRNASIQDHTSAPLSS----TFQQTE------GGRTGPY--- 
UPK3a.dog       NG-TYEIYLYVLVN-LASSRNASVQDGARAPLSS----TVQQTE------GGRTGPY--- 
UPK3a.opossum   NV-SYEVNLYVMEN-SGSVRYAVIKNNRSFPINS----TFQETA------GGQRAPY--- 
UPK3a.platypus  QL-PSEIYLYVMMD-SADAH--PVLDNGSRPLRT----TFQQAA------GGRRGPY--- 
UPK3a.chicken   NK-SYAIYLYVMKS-SANTISSVVTDSSSKPLDS----TFQQTH------GGHLGPY--- 
UPK3a.aligator  GK-SYEVYLYAMMD-SMSMISSAVTDNSSKPLDS----TFQEVN------GGQLGPY--- 
UPK3a.turtle    GS-SYEVYLYAMAD-SESTVSSAVTDNSSKPLNT----TFQDTN------GGQLGPY--- 
UPK3a.Xtropical -----NVYLIGIVA-GAPNT--PLYDGNKKVNAS----TYSGTQ------GGKTGPY--- 




UPK3a.skate     -----VVEVFGVQT-TADSI--------PIEIGNRTILTYQQTD------GGARGPY--- 




UPK3b.human     SD---TVWLVVAFS-NAS---------------R----GFQNPE------TLADIP---- 
UPK3b.cow       AD---TVWLVVAFS-NAS---------------R----VFQNPQ------TLAEIP---- 
UPK3b.mouse     KD---TIWLVVAFS-NAS---------------R----DFQNPQ------TAAKIP---- 
UPK3b.elephant  TD---TVWLVVAFS-NAS---------------K----DFQKPK------TQAEIP---- 
UPK3b.dog       AS---TVWLVVTFS-NAS---------------K----DFHNPQ------TLAEIP---- 
UPK3b.platypus  TD---TIWLVVAFS-NAS---------------R----DFQNPT------TAASIP---- 
UPK3b.opossum   AD---AVWLVVAFS-NAT---------------E----DFQNPK------TAAEIP---- 
UPK3b.Xtropical GN---QVWLLVARS-NVS---------------A----NV-----------VLTPPS--- 
UPK3b.Xlaevis   TN---QVWLLVARS-NVS---------------V----SITN--------AMLKPPS--- 
UPK3b1.Xtropica TS---LVWLVVALN-RVI---------------P----QLSY--------TQLSNPA--- 
UPK3b2.Xtropica TQ---DVWLVVALD-TVE--------------------PFLTD-------TNLSTPV--- 
UPK3b.chicken   SD---AVWLAVAFA-DAS---------------A----AFKNPT------SSAEVP---- 
UPK3b.aligator  TD---DIWLVVAFA-NAT---------------S----SLKNPT------SRTDIP---- 
UPK3d.coelacant CPL-CQLWVAVATE-KGA---------------N----NLITTVG-----RPVTFA---- 
UPK3d.1.spotted KC---EIWLVAAVGSAGI---------------Q----NFDADKGKST--ILSESPYP-- 
UPK3d.salmo     TC---QVWAAIASG-PGI---------------N----NFDIDKLVAV-QIVSASPYP-- 
UPK3d.trout     TC---QVWAAIASG-PGI---------------N----NFDIDKLVAV-QIVSASPYP-- 
UPK3d.zebrafish GC---EIWLVAALS-TGT---------------G----NFNALVNISSPISLSVSPYP-- 
UPK3b.skate     LC---EIWLVVDNP-ANV---------------S----TFDTN-------MNTLTPSA-- 
UPK3b.shark     TP-GLIFWLVVANSQRGQ---------------N----TFDA--------ITFVQPSL-- 
UPK3d1.salmo    TC---EIWLVSAKD-TGV---------------S----NYDADNKMPY--IDTRSPYP-- 
UPK3d1.trout    TC---ELWLVSAID-TGV---------------S----NYDADKNRPF--IDTLSPYP-- 
UPK3d.spottedga TC---EIWLAVARE-AGV---------------N----NFDTDKVQPSFDIVSASPYP-- 
UPK3d2.spottedg NC---EIWLVIA---RGV---------------P----KFEAIKGNTS--VLMSSPYP-- 
UPK3c.human     LD---TIWLVVALS-NAT---------------Q----SFTAPR------TNQDIP---- 
UPK3c.mouse     PD---PIWLVVAHS-NAA---------------Q----NFTAPR------KVEDRH---- 
UPK3c.dog       SD---AIWLVVAHS-NAT---------------Q----NFSAPQ------RVEDIP---- 
UPK3c.cow       SD---AIWLVVAHS-NAT---------------Q----KFTAPQ------KVEDTP---- 
UPK3c.elephant  FD---AIWLVVAHS-NAT---------------Q----SFIAPQ------RVKDSP---- 
UPK3c.opossum   LD---DIWLVVAFS-NAS---------------Q----SFEPPQ------SAQDIP---- 
UPK3c.platypus  LD---DIWLVVAYS-NAT---------------D----NFSNPV------KPDEEY---- 
UPK3c.lyzard    TD---GIWLLVARS-DAA---------------R----NFTRPG------SPSELP---- 
UPK3c.chicken   TA---NIWLVVATR-AGM---------------N----AFNDS-------AQPGMPEW-- 
UPK3c.turtle    TD---EIWLVVALS-NGTS-------------IS----TFTNPT------SLQSLP---- 
UPK2a.human     -----NATLMVRRANDSK------------------------------------------ 
UPK2a.mouse     -----NATLMVRRANDSK------------------------------------------ 
UPK2a.dog       -----NATLMVRRANDSK------------------------------------------ 
UPK2a.cow       -----NATLTVRRANDSK------------------------------------------ 
UPK2a.elephant  -----NATLMVRRANDSK------------------------------------------ 
UPK2a.opossum   -----KASLTVRRVNESA------------------------------------------ 
UPK2a.platypus  -----NATLKVQGVNGSS------------------------------------------ 
UPK2A.salamande -----NLILVSKNSSGSS-----------------------------------------I 
UPK2a.Xlaevis   -----TVNLIVANGTTT------------------------------------------- 
UPK2a.Xtropical -----TVSLVITNSTSTATI---------------------------------------- 
UPK2a.coelacant -----NASVTYSKNSTSEDS---------------------------------------- 
UPK2a.skate     -----TVIVTVNNTSNGQVI---------------------------------------- 
UPK2a.zebrafish -----SVLLLYTEAPTNL------------------------------------------ 
UPK2a.salmo     -----SVTLEYNNTDTNESK---------------------------------------- 
UPK2a.lamprey   -----MLNIFVTPNTTGVEV---------------------------------------- 
UPK2b.snake     A----TVRIAIAQLPDASSLP-----------------GITDTDQIE---NLRRTPQALV 
UPK2b.turtle    T----TIRPAVAIVGDKVAMP-----------------AVTDTNQIQ---SL-------- 
UPK2b.lyzard    V----KIRLAVAQVPDTSTLP-----------------GVIDTDDIA---NLRRTPQATI 
UPK2b.aligator  T----TIRPAIAVLGETVGLP-----------------AVTDTNQIR---SLRNFTDAPI 
UPK2b.salamande A----SILLAVS---TSAAVP-----------------GVSNTDAIK---SLLNDSRAQV 
UPK2b.Xlaevis   S----TLKVAVANRNPTC---------------------MVDTDSIK---SLKTDPTAPV 
UPK2b.shark     SA---SVQVELLREDNATFV---------------------------------------- 
UPK3a.human     -KAVAFDLI--------------PCSDLPSLD---AIG----DVSKASQILNAYLVRVGA 
UPK3a.mouse     -KAAAFDLT--------------PCGDLPSLD---AVG----DVTQASEILNAYLVRVGN 
UPK3a.cow       -KAAAFDLT--------------PCSDSPSLD---AVR----DVSRASEILNAYLIRVGT 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKIN PROTEIN 




UPK3a.elephant  -KAAAFDLQ--------------PCSDLPSLD---AVE----DVSRASEILSTYLVRVGA 
UPK3a.dog       -KAVAFGLI--------------PCSDLPSLD---AVG----DVARASEILNAYLVRVGA 
UPK3a.opossum   -KAASFILP--------------QCGDLPNLD---EAG----DVSKVAEILSAYLVRVGD 
UPK3a.platypus  -WAATFSVP--------------RCEDLPQLW---DAG----DPARAPQILDAYLFRVGG 
UPK3a.chicken   -KAASFDVP--------------NCVSPPRLA---DAG----DINKVSDVLKQYLFRVGD 
UPK3a.aligator  -KAAVLNVP--------------DCASPPKLA---DIR----NVKKASDVLKQYLFRVGD 
UPK3a.turtle    -RAALFNVP--------------NCASPPMLA---DVV----NVKKVSDVLKQYLFRVGD 
UPK3a.Xtropical -IVAKLPNQ--------------QCINIQALS---NMA----DPTQVQSILSKYVVRVGA 




UPK3a.skate     -RAARFMTP--------------ICTSLP-FV---PSR----DPAVIRVQIEQYLFRVGD 




UPK3b.human     -ASPQLLTD-GHYMTLPLSPDQLPCGDPMA------------------GSGGAPVLRVGH 
UPK3b.cow       -ASPRLLTD-GHYMTLPLTMDQLPCEDPAD------------------GSGRAPVLRVGN 
UPK3b.mouse     -TFPQLLTD-GHYMTLPLSLDQLPCEDLTG------------------GSGGVPVLRVGN 
UPK3b.elephant  -TFAQLLTD-GHCMTLPPSPVQLPCTDSVG------------------GSGSALLLRVGN 
UPK3b.dog       -AFPRLLTD-GYYMTLPLSLDQLPCEDPEG------------------GGRSIPLLRVGN 
UPK3b.platypus  -AYPRLLTD-YYYMTLKVSPDLYPCADA----------------------GGLSVLRVGT 
UPK3b.opossum   -SYTELSSS-FYYMTLKLSPDLYPCEEE-----------------------DIAVLRVGS 
UPK3b.Xtropical -MYSSFATK-GYYHVPFGTESLYHCSNTA------------------------EYIRVGD 
UPK3b.Xlaevis   -MYSSFPTQ-GYYHVPLGTEASYPCSNTA------------------------DYIRVGD 
UPK3b1.Xtropica -NISSFETN-GFYHTLPVFGGDYPCADTS--------------------GQLSAMIYVGS 
UPK3b2.Xtropica -TYSSFTTN-KFYHTLRVRGADYPCFNES--------------------AMSLALLQVGA 
UPK3b.chicken   -PYEGLPTA-RAYMTLQMAAAAYGCSAP-----------------------GAAVLRVGG 
UPK3b.aligator  -PYQRLSTA-LHYXTLRTTIXFFPCPRST----------------------NTSVLRVGS 
UPK3d.coelacant -GYQKLSQR-GYYFTMRSSKDLYKCVEN---------------------DDKVRVLRLGA 
UPK3d.1.spotted TAFTGSPPK-NYYLTKVGRQQVFPCQQSH----------------------GIVYFRVGD 
UPK3d.salmo     IAFSSQTNR-MYFVTKLGRPKDFPCGQLP----------------------GIKYFRVGA 
UPK3d.trout     IAFSSQTNR-MYFVTKLGRPKDFPCGQLP----------------------GIKYFRVGA 
UPK3d.zebrafish TAFLP-SSA-QFFLTRVGPLANFPCNTAP----------------------AFPYFTVGA 
UPK3b.skate     ATYKDFLLN-GFYLTVKTARTDYACPQT---------------------MGQVYTLRVGD 
UPK3b.shark     MTHQTASTA-DYYLTLRTLAERYLCPPTSS------------------SNGEMYFVRVGQ 
UPK3d1.salmo    TAFSSNTSK-KYFLTKLGLQKAYPCPIVA----------------------GTGYFRVGS 
UPK3d1.trout    TAFSSNTSK-KYFLTKLGFQKDYPCPIVA----------------------GTDYFRVGS 
UPK3d.spottedga EAFQ---NK-NYYVTRLGVQNNFLCAELP----------------------GIRYFRVGA 
UPK3d2.spottedg DAFRNNSSP-NYFLTKLGVQNAFPCAEST----------------------GFRFFRVGD 
UPK3c.human     -APANFSQR-GYYLTLRANRVLY---QT---------------------RGQLHVLRVGN 
UPK3c.mouse     -APANFDRN-GYYLTLRANRVHYKGGQP---------------------DSQLRVLRVGN 
UPK3c.dog       -VPEDFTRR-GYYLTLMANRLLYPGNQP---------------------GNQLRVLRVGN 
UPK3c.cow       -VPADFPQR-GYYLTLRASRALYPGGPP---------------------SNQLRVLRVGN 
UPK3c.elephant  -APADLPLK-GYYLTLRASRALYPGDQA---------------------GNQLQVLRVGN 
UPK3c.opossum   -YAATFLDK-KYYLTIRASRDLYSSKRG---------------------SQGISVLRVGN 
UPK3c.platypus  -NLSELSKK-QYYMTMRATRDLYPGGNN---------------------SSFLHVLRVGQ 
UPK3c.lyzard    --FQDLEKN-GLYLTLNTAPASYPCPEPGA------------------AGGPLTVLRVGN 
UPK3c.chicken   -SFQRFPTNTSAYLTLGAMQYHYGCPKP---------------------DRELTVLRVGS 
UPK3c.turtle    -AFQKFPGS-PHYMTMGTSSLNYPCEKS---------------------SGQITVLRVGN 
UPK2a.human     VVTSSFVVP--------------PCRGRRELV---SVV----DSGAGFTVTRLSAYQV-- 
UPK2a.mouse     VVKSDFVVP--------------PCRGRRELV---SVV----DSGSGYTVTRLSAYQV-- 
UPK2a.dog       VVKSSFVVP--------------SCRGRRELV---SVV----DSGAGFTVTRLSAYQV-- 
UPK2a.cow       VVRSSFVVP--------------PCRGRRELV---SVV----DSGSGFTVTRLSAYQV-- 
UPK2a.elephant  VVKSSFMVP--------------PCRGHRELV---SVV----DSGAGFTVTRLSAYQV-- 
UPK2a.opossum   GMTHNFTVP--------------PCRARRDLV---SVV----YNSGSFSITRLSAYQV-- 
UPK2a.platypus  VLQQRFVVP--------------PCRGRRELV---SVV----DSSAGFATTRLDAYQI-- 
UPK2A.salamande TNNQTVPVP--------------PCRLRRDAV---FSS----DSSSGGTVITNIGFRV-- 
UPK2a.Xlaevis   VQNISLQVP--------------QCRLKRDVV---VIN----NSQSGNVQTVNVGYQI-- 
UPK2a.Xtropical IQNATFQVP--------------QCRLKRDIV---VIN----NGQSGNVQTVNVGYQI-- 
UPK2a.coelacant -KTESFVVP--------------PCRFRREVV---EVA----RQMEGFTVTDLLGFRV-- 
UPK2a.skate     -AQPNFVRP--------------VCRNRRDLI---SLV----SNADGTPQTLNLGYML-- 
UPK2a.zebrafish NNTVNFTVQ--------------PCPVSQS------------------------WYLL-- 
UPK2a.salmo     TLVNIFKVL--------------PCRFRRDII---STI----ENNAQFTTSRNLGYQV-- 
UPK2a.lamprey   -IVGQVAVP--------------GCRVARAVSG--QVVSGNDGTGPGIPVPSGVAYRV-- 
UPK2b.snake     YFADEFKDI--------------SCRVARDLL---VLD----LDDSQYELITVVGYQVGG 
UPK2b.turtle    -HSSKFKSV--------------SCRIARDLV---SMD----IDDGNYKLTTVVGYQVGV 
UPK2b.lyzard    YFAGEFDSV--------------SCRVTRDLL---VMD----MDDSQFELITVLGYQVGA 
UPK2b.aligator  YYAGEFASV--------------SCRMARALV---KMD----IDDENYKLTTIVGYQVGA 
UPK2b.salamande YYAGQFNTV--------------PCRVSRDVV---QVSSK--AADNSFTLTTVLGYQVGS 
UPK2b.Xlaevis   YYTGQMKVP--------------QCRLRRDLE---PVK----MNS-----MRDLGYQVGT 
UPK2b.shark     -LPQRYSVP--------------FCNDFSPKPA---------------AVSTPLAYQMGP 
UPK3a.human     NGTCLW---DPNF-QGLCNAPLSAATEYRFKY----VLVNM-STGL----VEDQTLWSDP 
UPK3a.mouse     NGTCFW---DPNF-QGLCNPPLTAATEYRFKY----VLVNM-STGL----VQDQTLWSDP 
UPK3a.cow       NGTCLL---DPNF-QGLCNPPLSAATEYRFKY----VLVNM-SSGL----VQDQTLWSDP 
UPK3a.elephant  NGTCLS---DPNF-QGLCNPPLSVATEYRFKY----VLVNM-STGL----VQDQTLWSDP 
UPK3a.dog       NGTCLS---DPNF-GGLCNAPLSAATEYRFKY----VLVNM-STGL----VQDQTLWSDP 
UPK3a.opossum   NGYCSL---NPNF-KGTCNPPLTRATEYRFKY----VLINP-SSGF----VEDQTLWSQP 
UPK3a.platypus  DTACMW---DPDF-SGACNPPLAGETGYRFKY----VLVNT-TSGS----VVDQSLWSDP 
UPK3a.chicken   DGTCLY---DPNF-LDVCNPPLAPDTTYRFKY----VLVDN-TEGI----VKDQTLWSDP 
UPK3a.aligator  DVSCLY---DPNF-LGVCNPPLASDTTYRFKY----ILVDE-TLGI----MKDETLWSDP 
UPK3a.turtle    DVTCLY---DPNF-PGACNPPLAQDTTYRFKY----LLVDV-NAGV----VKDQTLWSDP 
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UPK3a.skate     DDQCLN---QAPFVSGNCNAPLKENVAYRFKY----AVLNS-STNI----ILNETSWSDP 




UPK3b.human     DHGC-------HQ-QPFCNAPLPGPGPYRVKF----LLMDT-RGS-----PRAETKWSDP 
UPK3b.cow       DAGCLA---DLHQ-PRYCNAPLPGPGPYRVKF----LLTNS-RGS-----PQAETRWSDL 
UPK3b.mouse     DFGC-------YQ-RPYCNAPLPSQGPYSVKF----LVMDA-AGP-----PKAETKWSNP 
UPK3b.elephant  DARCLA---DLQQ-SPYCNAPLPSPGPYSVKF----LLMDT-EGS-----PKAETRWSDS 
UPK3b.dog       DPGCLA---DFYE-PPYCNNPLPSPGPYRVKF----LLMDA-RGS-----PQAETRWSDP 
UPK3b.platypus  DPGCLR---DPGR--EYCNAPLPAPGPYRTKF----LVMDE-ASH-----PKAETQWSDP 
UPK3b.opossum   DTNCLR---NLSQ--EYCNAPLLAPGPYRVKF----LVMDN-NGQ-----PKAETWWSDP 
UPK3b.Xtropical TAQCND---N-----TNCNGPLPDPGPYRVKY----LVMNN-NA------LVSQSLWSQQ 
UPK3b.Xlaevis   TVYCTD---N-----TYCNAPLPDSGPYRVKF----VVMNN-NA------LVSSSLWSGL 
UPK3b1.Xtropica DVNCSN--------PLFCNGPVPSRGTYRVRF----VVLNG-TV------METGTRWSEV 
UPK3b2.Xtropica DEKCNE---------SFCNGPLTSPGPYRVRF----VVLNN-TG------MVAKTNRSDL 
UPK3b.chicken   DTACHG--------RAPCNGPLPSPGPYRVKF----LLMGC-GG------PKAETKWSDP 
UPK3b.aligator  DAFCRN---DNSQ--QHCNGPLPNPGPYRVKF----LILDS-NG------AKAETRWSER 
UPK3d.coelacant DTSCPQ---SIGE--SDCNGPLPDSGSYRARF----LIVDS-QSGN---MLKAQSQWSKS 
UPK3d.1.spotted EGNCTS---------ANCNGILPAGSTVRVKY----VLVDP-ASRN----VTTETYWSQN 
UPK3d.salmo     EGNCTN---------TNCNGILPPGSTVRVKY----ILIDP-VSRG----VVSESKWSYP 
UPK3d.trout     EGNCTN---------TNCNGILPPGSTVRVKY----ILIDP-VSRG----VVSESKWSYP 
UPK3d.zebrafish DGICTG---------INCNGVLPVGSIVSFRY----LLIDP-SNYT----VVNMTNWGGP 
UPK3b.skate     EDPCTT---------PNCNAPLNAGSLVRVRY----VMINP-LATT--NNVIAVTKWSNP 
UPK3b.shark     ETTCRT---------ETCNVPLNNSKSYSVKF----ILINP-SLQNS-PNVIAQTNWSSF 
UPK3d1.salmo    DGNCST---------PNCNGILPVGSTARFKY----VLINP-ANKT----VVAESLWSNN 
UPK3d1.trout    DGSCST---------PNCNGILPVGSTARFRY----VLINP-ENKT----VVAESLWSNN 
UPK3d.spottedga EGNCST---------PTCNGILPAGSTASCAVLGLAVVSQL-QDQL----VKGALLWAQQ 
UPK3d2.spottedg EGLCST---------SNCNGILPAGSTVRAKY----VLLDP-GSKQ----VVSESQWSSP 
UPK3c.human     DTHCQPT-------KIGCNHPLPGPGPYRVKF----LVMND-EG------PVAETKWSSD 
UPK3c.mouse     DNNCSLE-------SQGCNSPLPGAGPYRVKF----LAMSA-EG------PVAETLWSEE 
UPK3c.dog       DTSCSPT-------KRGCNHPLPGPGPYRVKF----LVMSD-KG------PVAETEWSNE 
UPK3c.cow       DTRCSPR-------TRGCNRPLPGPGPYRVKF----LVMSD-RG------PMAETEWSSE 
UPK3c.elephant  DTRCSLT-------TKGCNHPLPGPGPYRVKF----LVLSDDRG------LVAETEWSGE 
UPK3c.opossum   ETNCTR---------SDCNKPLPGPGPYRVKF----LVMNT-NG------PVAGTNWSED 
UPK3c.platypus  EANCTS---------KSCNGYLPGPGPYRVKF----LVMNE-RG------PVAETDWSDN 
UPK3c.lyzard    EVQCAS---NRAR--PDCNGPLPRPGPYRVKF----LAINP-DG------VTAESEWSEE 
UPK3c.chicken   ETGCAD---NISV--PNCNGPLPGPGPYWVKF----LALNG-SE------PTATTEWSGP 
UPK3c.turtle    ETGCVS---DTTR--PDCNGPLPGLGPYRVKF----LAMSP-VTG-----PTAETRWSDP 
UPK2a.human     -------------------TNLVPGTKFYISY----LVKKG-TAT--------ESSREIP 
UPK2a.mouse     -------------------TNLTPGTKYYISY----RVQKG-TST--------ESSPETP 
UPK2a.dog       -------------------TNLVPGTKYYISY----LVRKG-SST--------ESSREIP 
UPK2a.cow       -------------------TNLAPGTKYYISY----LVTKG-AST--------ESSREIP 
UPK2a.elephant  -------------------TNLVPGTKYYISY----LVKKG-TST--------ESSKESA 
UPK2a.opossum   -------------------TNLIPGTKYFVYY----SVEKG-TAV--------ESSNKVQ 
UPK2a.platypus  -------------------TGLRPATTYVXXX----XXXXX-XXX--------XXXXXXX 
UPK2A.salamande -------------------TNLTANTTYTASY----QSNGV-TIGLPTN----------- 
UPK2a.Xlaevis   -------------------QNLQPGAIYTTYY----AVDGS-NIP------------SIT 
UPK2a.Xtropical -------------------QNLQPGTNYMATY----SSGGI-SGP------------SFQ 
UPK2a.coelacant -------------------GNLKAGTQYDFRY----TIDNT-TNV-----LKSNI---IQ 
UPK2a.skate     -------------------EMLQPSTTYNVYL----RAGTI-RSNMLG------------ 
UPK2a.zebrafish -------------------GNLKNGTTYSMSY----KIGND-TSSVL------------- 
UPK2a.salmo     -------------------TNLTTGSTYRFQY----VVGAE-KSNILE------------ 
UPK2a.lamprey   -------------------TGLTPSTSYSVVL-RHSTLGLQ-SVPGI------------- 
UPK2b.snake     EF-CRQTK------GPFCNQALKPSTFYRVNF----FFLDD-KSV-----IRAHTDWSTA 
UPK2b.turtle    EV-CEKTK------GPFCNQALQPSSVYRVNF----FILDE-KAV-----IRAHTGWSDV 
UPK2b.lyzard    EF-CRQTK------GPYCNQALKPSTYYRVNF----FFLDN-KSV-----IRAHTDWSTA 
UPK2b.aligator  EV-CENTK------GPFCNRVLKPSSFYRVNF----FVLDE-NAV-----VRAHTDWSDP 
UPK2b.salamande EV-CTSVK------GLYCNQVLEPGTPYRVNF----FILDA-SNV-----IRAYTDWSDI 
UPK2b.Xlaevis   EN-CTEVS------GPFCNQFLQPGTSYWVNF----IILDE-TDT-----PRAYTGWSEP 
UPK2b.shark     NVACID---------GSCIEHVLPGQRFRVRY----IIYSV-SEE-----ALVTTKWSAP 
UPK3a.human     -IRTNQ-LTPYSTIDTWPGRRSGGMIVITSILGSLPFFLLVGFAGAIALSLV-------- 
UPK3a.mouse     -IWTNR-PIPYSAIDTWPGRRSGGMIVITSILGSLPFFLLVGFAGAIILSFV-------- 
UPK3a.cow       -IRTDR-LTLYSAIDTWPGRRSGGMIVITSILGSLPFFLLIGFAGAIVLSLV-------- 
UPK3a.elephant  -IRTNR-LTPYSAIDTWPGRRSGGMIVITAILGSLPFFLLLGFAGAVLLSFV-------- 
UPK3a.dog       -IRTNR-PTPYAAIDTWPGRRSGGMIVITSILGSLPFFLLVAFAGAVVLSLL-------- 
UPK3a.opossum   -IRTNQ-ISPYLEIDTWPGRRSGAMIVITSILSTLVFFLLVGFAAAVIFSFV-------- 
UPK3a.platypus  -IRTKR-TLSWSRVDTWPGRRSGSMIVITSILSSLMFVLLVGLAAAVTCRV--------- 
UPK3a.chicken   -IKTRK-AKLPMKIDIWPGRRSGSMIVITSILSVSVFLLLAGLLASVFSALV-------- 
UPK3a.aligator  -IKTNS-VKKSSTIDTWPGRRSGGMIVITSILSVLIFLLLAGLFASVFFAVM-------- 
UPK3a.turtle    -MKTRR-VKQSSTIDTWPGRRSGGMIVITSILSTLMFILVAGFLASLYFIVM-------- 
UPK3a.Xtropical -ITTVN-GKASSTIDTWPGRRSGGMIVLTSILSTLMFFVFIAYVIGFAYSIA-------- 




UPK3a.skate     -IPLLR-VADFALIDTWPGARTGGMVVITTLLVILLSLLLCGYGALLVYACC-------- 
UPK3a.shark     -ITLLQ-VQDPARIITWPGARTGGMVVLTTLLVIILFLLLCAFVAFL------------- 
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UPK3b.human     -ITLHQ-GKTPGSIDTWPGRRSGSMIVITSILSSLAGLLLLAFLAASTMRF--------- 
UPK3b.cow       -IALRQ-GKSPGSIDTWPGRRSGDMIIITSILSSLAGLLLLAFLAASSVRF--------- 
UPK3b.mouse     -IYLHQ-GKNPNSIDTWPGRRSGCMIVITSILSALAGLLLLAFLAASTTRF--------- 
UPK3b.elephant  -IALHQ-GRAPGSIDTWPGRRSGGMIVITAVLSSLAGLLLLAFLAASTVHF--------- 
UPK3b.dog       -ITLHQ-GKAPGSIDTWPGRRSGDMIIITSILSSLAGLLLLAFLAASTVHF--------- 
UPK3b.platypus  -ITLKQ-GRDPSSVDTWPGRRGGSMVVIASILSVLAGLLLLALLTAAAGACTV------- 
UPK3b.opossum   -ITLNQ-GKDPRSIDTWPGRRSGCMIVITSILSTFAGLLVIAFLIASTVQF--------- 
UPK3b.Xtropical -ITLLT-GKSSSQLDTWPGRRSGGMIVLTSILSVLMGILTLCLFAAFFVGC--------- 
UPK3b.Xlaevis   -ITLRT-GKNPSTIDTWPGRRSGGMIVLTSILSLLMGILTLCLIAAFFVGC--------- 
UPK3b1.Xtropica -ITMHI-AINSSTIKTEPKRPSSGMIVIITILASLLFILLVCLIAAVSLGS--------- 
UPK3b2.Xtropica -IRLPI-GINYTTIDTWPLSRSGSMIVITTILSILLAVLLACLLAALCSE---------- 
UPK3b.chicken   -ILLRR-ARSLSTIDPTPARRSSTAVVIAAILASLGAALAMAVLGAVG------------ 
UPK3b.aligator  -ITLKQ-GHRSSTIDTWPGRRSGTMVVITVILSSLVGILTIAFLCTSAYD---------- 
UPK3d.coelacant -IQLKR-PKDPASIDTWPGKRTGGMVVVTTILVILLAILLLLFIVALITAC--------- 
UPK3d.1.spotted -ITLYS-STDPVVIFDGIRQRSAGMIVITSILSVLLFLLLLLLIAGLIYAK--------- 
UPK3d.salmo     -ISLTS-TRSWSSIDEWLGKRSGGMVVITVISSCLLAVLLLLLGAVLLLDG--------- 
UPK3d.trout     -ISLTS-TRSWSSIDEWIGKHSGGMVVITVISSCLLAVLLLLLGAVLLLDG--------- 
UPK3d.zebrafish -FNLTT-LLSYQTINDGLSARSGAMVVITTLLCVAVALLLLVFFIMLCVSC--------- 
UPK3b.skate     -IQLEN-AVDPNIIDT-STRRSGAMVVITTILSILLFLLLVLFIVMLAA----------- 
UPK3b.shark     -ISLKT-VVEPRNIDPSPRGRSAGMIVITAILSVLLFLLLAFFVAMLLMVC--------- 
UPK3d1.salmo    -ITLYS-LKDPEKIDNGFAGRSAAMIVITAILCSFLALLLLLLLIMLIYVL--------- 
UPK3d1.trout    -ITLYP-LKDLESIDHGFAGRSASMIVITAILCSFLALLLLLLLIMLIYVLCC------- 
UPK3d.spottedga GLVVVD-VMPSSSIDDWTWKRSGGMVVITVITSCLLAILLLLVAALLLGG---------- 
UPK3d2.spottedg -ISLIA-LSDSAGIDEWIGKRSGGMIVVTSILSSLLAILLLFLLTAFVLRS--------- 
UPK3c.human     -TRLQQ-AQ---ALRAVPGPQSPGTVVIIAILSILLAVLLTVLLAVLIYTC--------- 
UPK3c.mouse     -IYLQQ-AQ---TFREAPGSQGKGTVVIIAFLSILLAILLVVFLVLVISAC--------- 
UPK3c.dog       -THLQR-AE---RLQAAPGPQSTGTVVIIAILSVLLAVLLTALLALLIYTC--------- 
UPK3c.cow       -TRLQQ-AE---VLQAAPGPQTAGTVVIIAILSVLLAVLLAALLALLIFTW--------- 
UPK3c.elephant  -THLQR-AE---VLQASPGPQTAGTVVIITFLSVLLVVLLTALLALLIYIC--------- 
UPK3c.opossum   -ITLRK-PVEFS--ESRPPSKSAGTIVIIAILSILLSLLFLALVALLVYTC--------- 
UPK3c.platypus  -IALRE-AKDPG--DPNPTRRSTFMIVIVTILSVLFALLLGALTGVLIQAC--------- 
UPK3c.lyzard    -IALVQ-AQSPETIDVSPGRRSASAIAIASLLSILCAVLLAALIAALVYKYT-------- 
UPK3c.chicken   -ITLKT-AREPQSIPGMGGARSGAMIAITAILSVLLAILLAALLATLCS----------- 
UPK3c.turtle    -ILLKA-GKDPATIDTWPGKRSAGMIVITTILSILLAILLACFIAALTYRC--------- 
UPK2a.human     -MSTLP-RRNMESIGLGMA-RTGGMVVITVLLSVAMFLLVLGFIIALALGSRK------- 
UPK2a.mouse     -MSTLP-RKNMESIGLGMA-RTGGMVVITVLLSVAMFLLVVGLIVALHWDARK------- 
UPK2a.dog       -MSTLP-RRQAESIGLGMA-RTGGMVVITVLLSVAMFLLVLGLIIALALGARK------- 
UPK2a.cow       -MSTFP-RRKAESIGLAMA-RTGGMVVITVLLSVAMFLLVLGLIIALALGARK------- 
UPK2a.elephant  -MSTLP-RRKMESTGLGMA-RTGGMVVITVLLSVAMFLLVVGFITALALGAQK------- 
UPK2a.opossum   -MATLP-RRKVETLGLGMA-RTGGMIVITVLLSVAMFLLVVGLIVALALGVHK------- 
UPK2a.platypus  -XXXXX-XQKAELLVVGMA-RTGGMVVITVLLSVAMFLLLLGFIVALVLGSHD------- 
UPK2A.salamande -FTTVQ-PTNYTAM-PEVFARSGGMVVITVLLSIAMAILVIALILTFVMGRKK------- 
UPK2a.Xlaevis   -FST---RSVSQTV-PDIMARSGGMVVITVLLSIAMFVLLVGLIAVLVIGRK-------- 
UPK2a.Xtropical -FST---RTVYPAV-ANIMARSGGMVVITVLLSIAMFVLLAGLIAVLILGRK-------- 
UPK2a.coelacant -ITTSL-VTSNVLIDEGFKLHSGGMIVITILLSFAMLFLIIGVIVVLVLGNKS------- 
UPK2a.skate     -VTTIS-PVDYRTIDLGFG-RSGAMVVITVILSIAMLALIIAFIVVLVLSK--------- 
UPK2a.zebrafish -TNTTT-NNDYQQIDTGLRARSGAMVVITVILSLAMVFLLVGIILVFFFFSG-------- 
UPK2a.salmo     -VSTRQ-VKDHNQIDSGLPACSGAMMVITVILSVSMFILLVALIFTVAHSLGGD------ 
UPK2a.lamprey   -LSTANARTPRSAVDAEAFSRSGGMVVITVILSVLIFLLLAILVAALLLGNKN------- 
UPK2b.snake     -IQTRN-VTNYESADVMFEGRAGGMIVITILVSVGGAVLLVALIVAVALSSKK------- 
UPK2b.turtle    -IQTNN-VTTFMAYDGSFIGRAGGMIVITVLLSVAMFVLVVGLIVAAALGGKKS------ 
UPK2b.lyzard    -LQTRN-VSDHESADVMFGGRAGGMIVITILVSVGGAVLAIALIVAVALSNKK------- 
UPK2b.aligator  -IQTNN-VTSFSAYDGSFEGRAGGMIVITVLLSVGMFLVVVGLIVAAALGGRKS------ 
UPK2b.salamande -VTTLN-VTNNAQLDSGLSRRSGGMVVITVLLSIALFMLVPALIATLVVGREKSPL---- 
UPK2b.Xlaevis   -RTTRQ-VRRLDAVDLGLSGHSGGMVIITVLLSVSVFLLLLGFMAVVVVSRAPNLFTSES 
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Material Suplementario 1: Secuencias y código de todas las secuencias de PTPR 
subtipo R3. El dominio urofibrina y el dominio transmembrana están resaltados de color verde 
y rojo respectivamente. Los exones están marcados en color azul o negro de manera 
alternada. Las letras rojas indican la zona de unión entre dos exones adyancentes por fase 1 o 
2. Los residuos de cisteínas y el motivo CNGPL están resaltados de amarillo. 
PORIFERA  
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Oikopleura gi|313238213|emb|CBY13306.1| [Oikopleura dioica]  
MNIIANETFQLAPAVPRLRVAADPASSKKVRIDLSPALGETASTRVDSYNFWYFKENESSILRENTTIPAKIPNTFTIVKP
GSLYHYYAQAVVNGVASESTTVDFRVPPLQVSDLVVDAVTNSSITLSWSNPLVSDSDFEFVDILVPGIADKSSVPAGTANI
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CionaNoCat.1 Ciona  |XP_002120279.2| ENSCINT00000036281  (ESTs:BW474929.1|  
FF941901.1| FF962764.1|   FF924695.1|  BW485618.1|   BW182207.1)     PREDICTED: 
























PTPRQ.human gi|222537743|ref|NP_001138498.1| phosphatidylinositol phosphatase 
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PTPRQ.mouse gi|124487427|ref|NP_001074901.1| ENSMUST00000050702   phosphatidyl 
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PTPRQ.fish  |XP_009291679.PREDICTED: phosphotidylinositol phosphatase PTPRQ  
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PTPERO.shark gi|632971848|ref|XP_007902372.1| PREDICTED: receptor-type tyrosine-

















PTPRO.lamprey gi|557010973|ref|XP_006006115.1| PREDICTED: receptor-type tyrosine-
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Figura Suplementaria 2: Alineamiento de secuencias representativas de UPK2a, UPK3a, 
UPK3b, PTPRQ y PTPRB.  Grupo de secuencias representativas de UPK2a, UPK3a, UPK3b, 
PTPRQ y PTPRB se alinearon utilizando el servidor MAFFT. Las secuencias abarcaron desde 
el segundo exón hasta el final del cuarto exón. Las fases de los intrones están marcadas de 
color rojo o azul si corresponden a las fases 1 o 2 respectivamente. Las Cys (C1-4) están 
subrayadas de color amarillo y el sitio de corte de furina está representado con una flecha 
vertical roja. En las secuencias donde se llega a producir el corte por parte de la furina, se ha 
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Figura Suplementaria 3: Árboles filogenéticos de la parte de la secuencia que alberga 
las regiones similares (dominio urofibrina y DTM) de las secuencias proteicas de PTPRs 
R3 y UPK2/3s usando análisis de parsimonia y Bayesian. (a.) Árboles generados a partir 
de la protein y de la matríz MM utilizando máxima parsimonia. El árbol de la izquierda es el 
árbol de máxima parsimonia y el de la derecha es el análisis de bootstrap utilizando máxima 
parsimonia. (b.) Árboles generados solamente a partir de la matríz de MM. El árbol de la 
izquierda es el árbol de máxima parsimonia y el de la derecha es el análisis de bootstrap 
utilizando máxima parsimonia. (c.)  Árboles generados solamente a partir de la proteína. El 
árbol de la izquierda es el árbol de máxima parsimonia y el de la derecha es el análisis de 
bootstrap utilizando máxima parsimonia. (d.) Árboles generados utilizando inferencia 
Bayesiana. El árbol de la izquierda es solamente la inferencia Bayesiana de la proteína y el de 
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Figura Suplementaria 4: Conservación de los extremos DS2 y 7p13 en los grandes 
primates. Alineamiento generado con el servidor MAFFT y los parámetros establecidos de 
serie de las zonas de unión de DS2 y 7p13 donde se observa su conservación. Las 
secuencias resaltadas de color rojo y verde corresponden al fragmento A y B de RASA 4 
respectivamente. Las letras resaltadas de azul clarito reflejan las 13 pb añadidas, las de color 
rosa la zona de microhomología y la flecha roja la zona donde se produjo la rotura. La 
identidad viene reflejada en la última línea como idéntico (*), similar (.) o sin identidad ( ).   
ZONA DE UNIÓN EN EXTREMO 5’ ENTRE DS2 Y 7P13
ZONA DE UNIÓN EN EXTREMO 3’ ENTRE DS2 Y 7P13
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Figura Suplementaria 5: Elementos Alu postulados como posibles responsables del 
cierre del IC están conservados en los grandes primates. Representación de la 
localización de los elementos Alu que podrían dar lugar al cierre del IC en una DS de 7q22.1 
de humanos y alineamiento del elemento Alu quimérico en 7p13 de humanos (Hs) con los 
elementos Alu que lo originan en humano, chimpancé (Pt), gorila (Gg) y orangután (Pa). Las 
letras rojas representan la posible región del heteroduplex para la recombinación, las letras 
resaltadas de naranja la parte del elemento Alu quimérico que corresponde al elemento Alu 
del extremo 3’ y las resaltadas de morado del extremo 5’. Las letras resaltadas de amarillo 
corresponden a aquellas pb que son idénticas en todos los grandes primates en el elemento 
Alu que le corresponde. La identidad viene reflejada como: idénticos (*) y sin identidad ( ). La 
línea de identidad superior es con 5’ y la inferior con 3’. 
Hs. 7q22 
80.6 Kb
UPK3c SPDYB2 POLR2J HSPC047 RASA4
Elemento Alu quimérico
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Figura Suplementaria 6: La DS2 se insertó en la región U3 de un MER51A. Alinemiento 
del MER51A del locus genético 7p13 de orangután y de la secuencia consenso de MER51A 
DF000809. Las letras resaltadas de rojo, amarillo y verde reflejan las regiones U3, R y U5 del 
MER51A respectivamente. Las letras resaltadas de rosa, extremos terminales, las resaltadas 
de color azul la caja TATA, las resaltadas de verde claro el fragmento LTR12 típico del 
MER51A y las naranjas la señal de poliadenilización. La flecha indica el lugar donde es 
insertado el IC y las letras subrayadas de gris oscuro, los 2 pb perdidos durante la inserción y 
las de gris clarito las de la microhomología. 
 
Caja TATA Fragmento LTR12 Señal poliadenilización
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